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Zusammenfassung
MIRU-VNTRplus: datenbankgestützte polyphasische Analyse
von Mycobacterium tuberculosis complex Genotypisierungsdaten
Weniger, Thomas
Die molekulare Typisierung von Isolaten des Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) ist 
für viele epidemiologische Anwendungen von Bedeutung. Das Verfahren der Variable Number 
Tandem Repeats (VNTR) Typisierung wird hierzu immer wichtiger, da es sehr diskriminierend 
und sehr reproduzierbar ist. Bis jetzt gibt es noch keine Software zur Analyse von VNTR-Typi-
sierungsdaten, die eine repräsentative und gut charakterisierte Referenzdatenbank beinhaltet.
In die hier vorgestellte frei zugängliche Datenbank wurden 187 Stämme der wichtigsten phy-
logenetischen Untergruppen (Lineages)  des  MTBC aufgenommen.  Für  jeden dieser  Stämme 
sind neben Informationen über Spezies, Lineage und Herkunft auch VNTR-Daten für 24 Loki, 
Spoligotypisierungsmuster, der Status von 15 Large Sequenz Polymorphisms und sechs Single 
Nucleotide Polymorphisms, Daten zur Antibiotikaresistenz und IS6110-RFLP Muster enthalten. 
Die Datenbank wurde mit der JavaServer Faces-Technologie implementiert, durch Einsatz von 
Asynchronous JavaScript and XML Komponenten wird eine komfortable und schnelle Benut-
zeroberfläche realisiert, die mit jedem modernen Webbrowser bedient werden kann.
Benutzer  können ihre  Isolate  auf  zwei  Arten mit  der  Referenzdatenbank vergleichen,  durch 
Ähnlichkeitssuche oder durch Auswertung der Gruppierung in einem phylogenetischen Baum. 
Der Vergleich kann mit verschiedenen Distanzmaßen erfolgen, verschiedene Arten von Genoty-
pisierungsdaten können verwendet und für einen polyphasischen Vergleich kombiniert werden. 
Die Anwendung erlaubt darüber hinaus die Untersuchung der Benutzerdaten ohne die Refe-
renzdatenbank und ist somit auch ein leistungsfähiges Analysewerkzeug.
Die für die Ähnlichkeitssuche notwendigen Schwellenwerte wurden durch eine Auswertung der 
Suchergebnisse  für  die  Referenzstämme  bestimmt.  Die  ermittelten  Schwellenwerte  wurden 
durch  186  weitere  Isolate  mit  bekannter  Spezies  und  Lineage  verifiziert.  Für  96,7%  dieser 
Isolate  konnten  Spezies  und  Lineage  durch  die  Ähnlichkeitssuche  ermittelt  werden,  die 
Übereinstimmung der ermittelten mit den bekannten Werten betrug 91,9%.
Die Datenbank ist unter der Adresse http://www.miru-vntrplus.org zu erreichen.
Tag der mündlichen Prüfung: 
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1 Einleitung
aus:  Robert  Koch,  Die  Aetiologie  der  Tuberculose,  Berliner  Klinische 
Wochenschrift, 1882; 19:221-230.
Die Tuberkulose ist  eine seit  Jahrhunderten bekannte Infektionskrankheit.  Sie  wird 
von Bakterien des  Mycobacterium tuberculosis  complex (MTBC) verursacht. Es han-
delt sich um eine chronische Infektion, die häufig in der Lunge auftritt, aber auch an-
dere Organe betreffen kann. Es erkranken nicht alle Infizierten, nur bei etwa 5-10% der 
Infizierten bricht die Krankheit aus, entweder sofort oder nach Jahren. Ein geschwäch-
tes Immunsystem begünstigt den Krankheitsausbruch, Tuberkulose ist deshalb welt-
weit die häufigste Todesursache für HIV-Infizierte [72].
Die Übertragung erfolgt in der Regel durch Tröpfcheninfektion. Im Mittel infiziert ein 
unbehandelter Tuberkulosekranker 10-15 neue Personen pro Jahr. Im Jahre 2005 gab 
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es weltweit 8,8 Millionen Neuinfektionen, 1,6 Millionen Menschen starben an Tuberku-
lose. Schätzungen zufolge ist insgesamt etwa ein Drittel der Weltbevölkerung mit Tu-
berkulose infiziert.  Die Krankheit  ist  vor allem in Afrika,  Asien,  im Gebiet  der ehe-
maligen Sowjetunion und in der Westpazifikregion verbreitet,  in Europa und Nord-
amerika gibt es hingegen nur wenige Fälle.  Abbildung 1 zeigt die weltweite Häufigkeit 
von Tuberkulosefällen.
Seit der Entdeckung des Tuberkuloseerregers im Jahre 1882 durch Robert Koch wur-
den effektive Therapien gegen Tuberkulose entwickelt. Heute erfolgt die Therapie der 
Tuberkulose mit einer Kombination mehrerer Medikamente über einen Zeitraum von 
mindestens  6  Monaten.  Es  wird  unterschieden  zwischen  Medikamenten  der  ersten 
Wahl:  Isoniazid (INH),  Rifampicin (RMP),  Pyrazinamid (PZA),  Ethambutol (EMB), 
Streptomycin (SM) und Medikamente der zweiten Wahl (z. B. Protionamid, Ciprofloxa-
cin,  p-Aminosalicylsäure).  Die  Medikamente  der  zweiten  Wahl  werden  eingesetzt, 
wenn die Erreger gegen Medikamente der ersten Wahl resistent sind. Sie sind weniger 
effektiv und haben schwerere Nebenwirkungen als die Medikamente der ersten Wahl. 
 
Abbildung  1:  Häufigkeit  von neuen Tuberkuloseerkrankungen pro Land und 100.000 Ein-
wohnern. Stand 2005, WHO.
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Eine Impfung gegen Tuberkulose kann mit dem Bacille Calmette-Guérin (BCG) erfol-
gen, einem avirulenten M. bovis Stamm. Der Wirkungsgrad der Impfung ist variabel, er 
liegt zwischen 0% und 80% [11].
Eine  Medikamentenresistenz  der  Tuberkuloseerreger  stellt  ein  großes  Problem  da. 
Jährlich treten etwa 400.000 Fälle  von medikametentenresistenter  Tuberkulose auf 
[69]. Die Behandlung dieser Fälle ist sehr viel schwieriger und teurer als die der nicht-
resistenten Tuberkulose. Die medikametentenresistente Tuberkulose wird eingeteilt in
► Multiresistente (›Multi Drug Resistant‹, MDR) Tuberkulose: Die Erreger sind min-
destens resistent gegen Isoniazid und Rifampicin.
► Extrem  resistente  (›Extended  Drug  Resistant‹,  XDR)  Tuberkulose:  Bezeichnet 
MDR-Tuberkulose und eine zusätzliche Resistenz des Erregers gegen mindestens 
drei von sechs Stoffgruppen der Medikamente zweiter Wahl.
Eine Studie im Jahre 2006 untersuchte Tuberkuloseerreger aus 49 Ländern auf deren 
Resistenzen. 20% der untersuchten Erreger waren multiresistent, bei 2% handelte es 
sich um extrem resistente Erreger [5].
Die Spezies  M.  tuberculosis,  M.  bovis,  M.  africanum und die selteneren Spezies  M. 
microti, M. pinnipedii, M. caprae und M. canetti werden zusammengefasst als MTBC 
bezeichnet.  Sie alle können Tuberkulose beim Menschen verursachen. Es handelt sich 
um  feine,  obligat  aerobe  Stäbchenbakterien.  Die  Zellwand  der  Bakterien  enthält 
wachsartige  Substanzen,  die  das  Bakterium  vor  äußeren  Einflüssen  schützen.  Die 
Bakterien haben eine lange Generationszeit, sie teilen sich nur etwa alle 24 Stunden [7], 
der  kulturelle  Nachweis  der  Bakterien  kann  deshalb  mehrere  Wochen  benötigen. 
Abbildung 2 zeigt einige Bakterien der Spezies  M. tuberculosis in Rasterelektronen-
mikroskopaufnahme.
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Alle  Spezies  des  MTBC  haben  identische  16S  rDNA [1] und ein  sehr  konserviertes 
Genom. Das Genom von M. tuberculosis wurde im Jahre 1998 veröffentlicht [7]. Eine 
Analyse  der  Gene  zeigt,  dass  Veränderungen  im  Genom  vor  allem  durch  mobile 
genetische Elemente erfolgen, und dass Änderungen durch Punktmutationen häufig im 
Zusammenhang mit Antibiotikaresistenz stehen  [38]. Die Populationsstruktur inner-
halb des MTBC ist klonal, es findet also kein horizontaler Gentransfer statt [17][35][36]
[43]. Daraus kann geschlossen werden, dass die Spezies des MTBC einen gemeinsamen 
Vorfahren  besitzen  [2] und  sich  erst  seit  einigen  zehntausend  Jahren  seperat  ent-
wickeln  [38], Abbildung 3 zeigt ein mögliches Szenario für die Evolution des MTBC. 
Bestimmte phylogenetische Untergruppen (Lineages) des MTBC unterscheiden sich in 
ihrer geographischen Verbreitung, Virulenz und Antibiotikaresistenz  [14]. Deshalb ist 
es  für  viele  epidemiologische  Anwendungen  wichtig,  neben  der  Spezies  auch  die 
Lineage und den Typ eines Isolats zu bestimmen.
 
Abbildung 2: M. tuberculosis, Rasterelektronenmikroskop, 15549-fach vergrößert, von [59].
Abbildung 3: : Szenario für die Evolution des MTBC, basierend auf verschiedenen genetischen 
Markern. Nach [9].
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Um Bakterienstämme auf einer Ebene unterhalb der Spezies zu unterscheiden, werden 
sie durch bestimmte Verfahren in Gruppen eingeordnet. Der Vorgang des Einordnens 
wird als Typisierung bezeichnet, die Gruppen als Typen und die verwendeten Verfahren 
werden Typisierungsverfahren genannt.
Typisierung leistet einen wichtigen Beitrag zur Prävention, Diagnose und Behandlung 
von Infektionskrankheiten.  Mit Hilfe von Typisierung lässt sich die Verbreitung von 
Mikroorganismen sowohl im lokalen als auch im globalen Rahmen untersuchen. Lokal 
können beispielsweise Übertragungsketten zwischen Patienten rekonstruiert werden, 
im globalen  Zusammenhang  können  aus  der  Verbreitung  bestimmter  Typen  Rück-
schlüsse auf die Geschichte eines Krankheitserregers gezogen werden.  Tabelle 1 führt 
Anwendungen von Typisierungstechniken für den MTBC auf.
Die Verfahren zur Typisierung lassen sich in zwei Gruppen einteilen, in phänotypische 
oder genotypische Verfahren.
Die  phänotypischen  Verfahren nutzen exprimierte Merkmale eines Individuums zur 
Typisierung,  wie  etwa die  Wachstumscharakteristik  auf  bestimmten Selektivmedien, 
die Erkennung durch Antikörper, Antibiotikaresistenz und andere.
Genotypische Verfahren verwenden das Erbgut eines Organismus zur Typisierung. Sie 
diskriminieren  häufig  besser  als  phänotypische  Verfahren,  sind  einfacher  durchzu-
führen und die Reproduzierbarkeit ist im Allgemeinen gut. Da es sehr aufwändig ist, 
das  komplette  Genom  eines  Bakteriums  zu  bestimmen,  werden  nur  bestimmte 
Regionen des Genoms zur Typisierung verwendet. Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, 
eine ausführliche Übersicht ist in [46] zu finden. 
 
► Rekonstruktion von Übertragungswegen
► Unterscheidung eines Rückfalls von einer Neuinfektion
► Erkennen von Kreuzkontaminationen im Labor
► Bestimmung der geographischen Ausbreitung von Stämmen
► Überwachung der Übertragung von medikamentenresistenten Stämmen
► Erkennen von gemischten Infektionen
► Auswertung von TB-Kontrollprogrammen
► Bestimmen vorherrschender Stämme in einer bestimmten Population
► Erkennen von besonders virulenten Stämmen
Tabelle 1: Anwendungsbereiche für Typisierung, nach [26] und [48].
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Typisierungsverfahren können durch verschiedene Kriterien bewertet werden. Für viele 
Fragestellungen ist die Leistungsfähigkeit eines Verfahrens von Interesse, wichtige Kri-
terien hierfür sind:
► die Typisierbarkeit, eine Prozentzahl, welche die Fähigkeit eines Verfahrens angibt, 
jedem Isolat einen Typ zuzuordnen.
► die Diskriminationsfähigkeit, die Fähigkeit eines Typisierungsverfahrens, zwei nicht 
verwandte zufällig ausgewählte Isolaten zu differenzieren.
► die Reproduzierbarkeit,  sie gibt an, ob das Typisierungsverfahren einem Isolat bei 
wiederholten Durchführungen den gleichen Typ zuweist. 
Typisierbarkeit  und Reproduzierbarkeit  sollten  möglichst  100% betragen,  damit  die 
Ergebnisse des Verfahrens verwertbar sind. Beim Vergleich von Typisierungsverfahren 
müssen  zudem  noch  andere  Kriterien  berücksichtigt  werden,  etwa  Zeitbedarf  und 
Kosten  für  eine  Typisierung  sowie  der  Schwierigkeitsgrad  der  Interpretation  der 
Ergebnisse.  Durch  Berechnung  der  Konkordanz  kann  überprüft  werden,  ob  mit 
verschiedenen Typisierungsverfahren eine vergleichbare Einteilung in Typen erfolgt. 
Die  Konkordanz  kann beispielsweise  mit  der  Software  EpiCompare  (siehe  Anhang) 
berechnet werden.
Die folgenden Abschnitte beschreiben das Typisierungsverfahren MLST und weitere 
verbreitete Verfahren, die zur Genotypisierung des MTBC verwendet werden können.
Multi Locus Sequence Typing
Das Verfahren ›Multi Locus Sequence Typing‹ (MLST) [25] unterscheidet Isolate nach 
den DNA-Sequenzen bestimmter Gene. Abhängig vom Organismus werden zwischen 
fünf und zehn Gene verwendet, die für den Stoffwechsel von Bedeutung sind. Für jedes 
dieser Gene wird ein Fragment der DNA-Sequenz bestimmt. 
Jedem Allel eines jeden Gens wird eine Zahl zugeordnet, unterschiedliche Allele wer-
den mit unterschiedlichen Zahlen bezeichnet. Jedes Isolat kann somit durch fünf bis 
zehn Zahlen charakterisiert werden. Der Typ wird durch die Folge der Zahlen definiert, 
wenn zwei Isolate in allen Genen exakt die gleichen Sequenzen haben sind sie also vom 
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gleichen  Typ.  Die  Typen  werden  nummeriert,  die  Nummer  wird  als  ›Sequence 
Type‹ (ST) bezeichnet. 
Das Verfahren ist für die meisten Spezies sehr diskriminierend, die Allelnummern und 
STs können sehr leicht weiterverarbeitet und zwischen  Labors ausgetauscht werden, 
weshalb MLST ein sehr verbreiteten Verfahren ist.
Für die Spezies des MTBC wird dieses Verfahren jedoch nicht verwendet, da aufgrund 
des konservierten Genoms nur eine geringe Diskriminationsfähigkeit erreicht wird.
Restriction Fragment Length Polymorphism
Bei der Typisierung durch ›Restriction Fragment Length Polymorphism‹ (RFLP) wird 
das Genom des Organismus durch Restriktionsenzyme in kleine Fragmente geschnit-
ten. Diese Enzyme können DNA an einer bestimmten Basenabfolge schneiden, dadurch 
entstehen Fragmente unterschiedlicher Länge. Die DNA-Fragmente werden durch Gel-
elektrophorese nach ihrer Länge getrennt und mit chemisch oder radioaktiv markierten 
Gensonden sichtbar gemacht, dadurch entstehen Bandenmuster. Diese Muster können 
verglichen und zur Typisierung verwendet werden.
Da Veränderungen des Erbguts von Spezies des MTBC vor allem durch mobile gene-
tische Elemente erfolgen, können durch Auswahl eines Restriktionsenzyms, das ein be-
stimmtes  mobiles  Element  schneidet,  Veränderungen  dieses  Elements  durch  RFLP 
sichtbar gemacht werden. 
Die RFLP-Typisierung des MTBC erfolgt häufig mit einem Restriktionsenzym, welches 
das Element IS6110  (›Insertion Sequence‹, IS) schneidet, und einer Hybridisierungs-
sonde, die an ein Fragment des geschnittenen Elements bindet. Bei IS6110 handelt es 
sich  um  eine  1361  bp  lange  mobile  Sequenz,  die  im  Genom  eines  typischen  M. 
tuberculosis Stamms zwischen 8 und 15 mal als konservierte Kopie enthalten ist [20]. 
Das IS6110-RFLP Verfahren ist standardisiert [47], deshalb können die Ergebnisse zwi-
schen  verschiedenen  Labors  ausgetauscht  werden.  Enthält  das  Isolat  eine  größere 
Anzahl von IS6110-Kopien, ist das Verfahren hoch diskriminierend, deshalb ist IS6110-
RFLP der Gold-Standard zur Typisierung innerhalb des MTBC. In  M. bovis-Isolaten 
kommt  IS6110 nur  in  geringer  Kopienzahl  vor,  die  Diskriminationsfähigkeit  des 
Verfahrens ist für diese Spezies gering [20].
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Zur RFLP-Typisierung werden relativ große Mengen an DNA benötigt,  diese können 
nur aus Bakterienkulturen gewonnen werden [48]. Aufgrund der geringen Wachstums-
rate der Bakterien des MTBC dauert es einige Wochen, bis die Kulturen zur Typisierung 
mit IS6110-RFLP verwendet werden können. 
Spoligo-Typisierung
Das Genom der Spezies des MTBC enthält eine Region, die ›Direct Repeat‹ (DR) Lokus 
genannt  wird.  In  dieser Region befinden sich mehrere  gut  konservierte  36bp lange 
Repeats, die durch nichtrepetitive Trennsequenzen (›Spacer‹) von 34-41bp Länge ge-
trennt werden [16]. Verschiedene Isolate aus dem MTBC können sich in der Anzahl die-
ser Repeats und an den vorhandenen Spacer-Sequenzen unterscheiden. Diese Eigen-
schaft  kann zur  Typisierung  durch  ›Spacer  Oligonucleotide  Typing‹ (Spoligotyping) 
verwendet werden [19]. Die DR-Region wird dazu durch PCR vervielfältigt, und mittels 
Hybridisierung wird festgestellt, ob bestimmte Spacer-Sequenzen vorhanden sind oder 
nicht.  Es sind 43 Spacer-Sequenzen standardisiert  [19],  für  die  Ergebnisse der  Hy-
bridisierung werden Nummern vergeben (0 = keine Hybridisierung, 1 = Hybridisie-
rung). Durch Kombination dieser 43 Nummern wird der Spoligo-Typ bestimmt. 
Spoligo-Typisierung ist  ein einfaches und schnelles Verfahren. Insbesondere werden 
keine Bakterienkulturen benötigt, die Durchführung der Typisierung ist dadurch in we-
niger als zwei Tagen möglich [19]. 
Beim  Vergleich  der  Diskriminationsfähigkeit  von  Spoligo-Typisierung  und  IS6110-
RFLP Typisierung muss nach der Anzahl der IS6110-Kopien im Genom unterschieden 
werden. Enthält das Genom viele Kopien, diskriminiert Spoligo-Typisierung schlechter 
als IS6110-RFLP Typisierung. Sind hingegen nur wenige IS6110-Kopien vorhanden, et-
wa bei M. bovis, dann ist Spoligo-Typisierung diskriminierender [23].
Large Sequence Polymorphisms
Bestimmte Bereiche des Genoms, die ›Large Sequence Polymorphisms‹  (LSP) (gele-
gentlich auch als ›Regions of Difference‹,  RD bezeichnet), sind nicht bei allen Spezies 
des MTBC vorhanden und können somit zur Differenzierung verschiedener Untergrup-
pen des MTBC dienen  [12][13]. Aufgrund der klonalen Populationsstruktur und dem 
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daraus resultierenden Fehlen von horizontalem Gentransfer können fehlende LSP nicht 
wieder in das Genom aufgenommen werden, sie sind somit aussagekräftige phylogene-
tische Marker.
Single Nucleotide Polymorphism
Unterschiede in einzelnen Nukleotiden bestimmter Gene werden als ›Single Nucleotide 
Polymorphism‹ (SNP)  bezeichnet.  Aufgrund  der  geringen  Punktmutationsrate  sind 
SNPs  stabile  phylogenetische  Marker  für  den  MTBC.  Durch  eine  Kombination  be-
stimmter SNPs können Spezies und Lineage eines Isolats bestimmt werden, z. B. durch 
SNPs in den Genen gyrB und katG [28].
Multi Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis
Repetitive DNA-Sequenzen mit direkt aneinander angrenzenden, sich wiederholenden 
Repeats  und  einer  Repeatlänge  von  etwa  10-100bp  werden  als  ›Variable  Number 
Tandem Repeats‹ (VNTR) bezeichnet. Die VNTR zeigen häufig eine höhere Variabilität 
als die übrige DNA, da sie durch Fehler während der DNA-Replikation um einen oder 
mehrere Repeatblöcke verlängert oder verkürzt werden können [45]. Die Länge einer 
VNTR-Region kann durch PCR schnell ermittelt werden. Bei der ›Multi Locus Variable 
Number  Tandem  Repeat  Analysis‹ (MLVA)  werden  Änderungen  in  den  VNTR-
Regionen zur Typisierung verwendet. Die Längen mehrerer VNTR-Regionen werden 
ermittelt und miteinander verglichen.
Wenn die Repeatlänge einer VNTR-Region bekannt ist, dann kann die Anzahl der Kopi-
en als Zahl angegeben werden und das Ergebnis der MLVA-Typisierung ist eine Folge 
von Kopienanzahlen.  Diese  Zahlenfolgen können einfach weiterverarbeitet  und mit-
einander verglichen werden.
Zur  MLVA-Typisierung  des  MTBC  wurden  verschiedene  VNTR-Loki  vorgeschlagen, 
von denen eine Kombination aus 12 Loki [39][42] am verbreitetsten ist. Diese 12 Loki 
werden  als  ›Mycobacterial  Interspersed  Repetitive  Units‹ (MIRUs)  bezeichnet.  Die 
MIRUs sind über das ganze Genom verteilt  und enthalten konservierte Repeats mit 
einer Länge von 46-100bp [42]. Die Bestimmung der Kopienanzahl der MIRUs kann 
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mit  einem automatisierten  Verfahren  durch  Verwendung  einer  Sequenziermaschine 
sehr schnell erfolgen [40].
Die Diskriminationsfähigkeit bei Verwendung der 12 MIRU-Loki ist ähnlich der von 
IS6110-RFLP und das Verfahren ist zu 100% reproduzierbar [40]. Werden neben den 
MIRUs weitere  VNTRs verwendet,  steigt  die  Diskriminationsfähigkeit  an  [29].  Eine 
Kombination von 24 Loki wurde daher als neuer Standard für MLVA Typisierung des 
MTBC vorgeschlagen  [39]. Neben den 12 MIRU-Loki werden 12 weitere VNTR-Loki 
verwendet. Das MLVA-Verfahren mit 24 Loki diskriminiert besser als das IS6110-RFLP 
Verfahren [29], eine Untermenge von 15 Loki kann für schnelle epidemiologische Un-
tersuchungen verwendet werden.
Die Identifikation von Spezies des MTBC kann durch phänotypische Merkmale erfol-
gen, aufgrund des langsamen Wachstums der Bakterien benötigen diese Verfahren je-
doch viel Zeit. Eine Klassifizierung basierend auf bestimmten Merkmalen des Genoms 
eines Isolats ist in erheblich kürzerer Zeit möglich. Spezies, Lineage und Typ können u. 
a. durch LSPs, SNPs oder durch bestimmte Spacer der Spoligo-Typisierung bestimmt 
werden [31], sowie aus den kombinierten Kopienanzahlen mehrerer MIRU-VNTR Loki 
[6].
Datenbanken leisten einen wichtigen Beitrag zur Identifikation von Bakterien. Für den 
MBTC gibt  es  öffentliche Datenbanken mit  Spoligo-  und MIRU-VNTR Daten,  diese 
sind jedoch alle auf eines der beiden Verfahren beschränkt. Für die Identifikation ba-
sierend auf  den Markern SNP und LSP gibt  es  bisher  überhaupt keine öffentlichen 
Datenbanken.  Die  hier  vorgestellte  frei  zugängliche  Referenzdatenbank  MIRU-
VNTRplus überwindet  diese  Unzulänglichkeiten.  Sie  ermöglicht  den polyphasischen 
Vergleich  von  Isolaten  mit  repräsentativen  Referenzstämmen,  basierend  auf  einer 
Kombination verschiedener genetischer Marker.
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2 Material und Methoden
2.1 Referenzdaten
MIRU-VNTRplus
Die  Daten für  die  Referenzdatenbank wurden  von S.  Niemann,  Forschungszentrum 
Borstel, Deutschland und P. Supply, Institut Pasteur de Lille, Frankreich bereitgestellt. 
Es wurden 187 repräsentative Stämme aus dem MTBC ausgewählt, für diese Stämme 
sind Informationen über Spezies, Lineage und Herkunft, sowie MIRU-VNTR Daten für 
24 Loki, Spoligomuster, LSPs, SNPs, Daten zur Antibiotikaresistenz und IS6110-RFLP 
Bandenmuster verfügbar. Tabelle 2 und Abbildung 4 enthalten eine Übersicht über die 
verwendeten Stämme, in Tabelle 3 sind die gespeicherten Daten ausführlich aufgeführt.
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Anzahl Spezies Lineage
11 M. bovis Bovis
11 M. caprae Caprae 
11 M. africanum West African 2 
20 M. africanum West African 1
20 M. tuberculosis Uganda
3 M. tuberculosis NEW-1 
10 M. tuberculosis Cameroon
1 M. tuberculosis H37Rv
10 M. tuberculosis Ghana
13 M. tuberculosis Haarlem
4 M. tuberculosis X
10 M. tuberculosis Beijing
12 M. tuberculosis S
11 M. tuberculosis LAM
4 M. tuberculosis LAM7-TUR 
4 M. tuberculosis URAL 
10 M. tuberculosis Dehli/CAS
12 M. tuberculosis EAI
4 M. microti llama
2 M. microti vole
2 M. pinnepedii Seal
2 M. canetti Canetti
Tabelle 2: Übersicht über die Stämme in der Referenzdatenbank.
Labor-ID
Spezies
Lineage
Land der Isolation
MIRU-VNTR: Kopienanzahlen für die Loki 154, 424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955, 2059, 
2163b, 2165, 2347, 2401, 2461, 2531, 2687, 2996, 3007, 3171, 3192, 3690, 4052, 4156, 4348
Spoligo: 43 Spacer 
LSPs: RD9, TbD1, RD4, RD5, RD10, RD12, RD105, RD239, RD702, RD711, RD724, RD726, 
RD750, pKS1-15, IS1561
SNPs: gyrB675, gyrB756, gyrB1311, gyrB1410, gyrB1450, katG463
Antibiotikaempfindlichkeit: Isoniazid, Streptomycin, Ethambutol, Rifampicin, Pyrazinamid, 
Prothionamid, Amikacin, Kanamycin, Capreomycin, Cycloserin, Ciprofloxacin, Ofloxacin, p-
Aminosalicylicsäure, Rifabutin, Moxifloxacin, Linezolid
IS6110-RFLP Gel Bilder
Tabelle 3: In der Datenbank enthaltene Eigenschaften.
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SpolDB4
Es wurden 1939 Spoligomuster aus der SpolDB4-Datenbank  [3] übernommen. Wenn 
Isolate in der MIRU-VNTRplus Datenbank Spoligomuster enthalten, so werden diese 
automatisch mit den Mustern der SpolDB4 Datenbank verglichen. Wird ein überein-
stimmendes Muster gefunden, bekommt das Isolat den zugehörigen SpolDB4 ST und 
die  SpolDB4 Lineage  zugewiesen.  Die  Daten der  SpolDB4 Datenbank sind in  einer 
Textdatei gespeichert und müssen manuell gepflegt werden, da kein Onlinezugriff auf 
die aktuelle Version der SpolDB4 möglich ist.
2.2 Benutzte Technologien
Die MIRU-VNTRplus Datenbank wurde als plattformunabhängige Webanwendung ge-
plant und realisiert.  Besonderer Wert wurde auf Trennung von Programmlogik und 
Benutzerschnittstelle sowie auf einen schnellen Aufbau der Ergebnisseiten gelegt. 
Webanwendungen
Der  Begriff  ›World  Wide  Web‹ (WWW)  bezeichnet  über  das  Internet  abrufbare 
Hypertext-Seiten. Diese Webseiten sind mit der Textauszeichnungssprache ›Hypertext 
Markup Language‹ (HTML) formatiert und können mit einem Webbrowser dargestellt 
 
Abbildung  4:  NJ-Tree  der  Referenzstämme,  basierend auf  24  MIRU-VNTR Loki  und  dem  
Categorical Distanzmaß, die Beschriftung gibt die Lineages an.
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werden. Computer,  die Webseiten und andere Inhalte bereitstellen,  werden ›Server‹ 
genannt, der Computer des Anwenders, auf dem die Seiten dargestellt werden, wird als 
›Client‹ bezeichnet.
Die von einem Server abrufbaren Webseiten können dynamisch erzeugt werden: Ab-
hängig von Eingaben des Benutzers generiert der Server eine Webseite, die zum Client 
übertragen und dort angezeigt wird. Mit diesen dynamischen Inhalten lassen sich An-
wendungen entwickeln, die auf dem Server ausgeführt werden, und deren Ausgaben 
über das Internet an den Client übertragen werden. Abbildung 5 illustriert das Verhält-
nis zwischen Client, Internet und Server.
Der Ablauf, mit dem der Client eine WWW-Seite anfordert und der Server diese zurück 
liefert,  ist  im ›Hypertext  Transfer  Protocol‹ (HTTP)  festgelegt.  Dieses  Protokoll  ist 
zustandslos, d. h. nachdem der Server die Anfrage beantwortet hat, wird die Verbin-
dung zum Client  nicht  weiter  aufrechterhalten.  Ein  Verbindungsaufbau des  Servers 
zum Client ist somit ohne eine Anfrage des Clients nicht möglich, dies muss bei der 
Programmierung beachtet werden.
Webanwendungen  haben  im  Vergleich  zu  Desktopanwendungen  eine  Reihe  von 
Nachteilen:  Der  Benutzer  muss  über  eine  Internetverbindung  mit  ausreichender 
Bandbreite mit dem Server verbunden sein. Die Übertragung von Daten vom Client 
zum Server und zurück benötigt Zeit,  vor allem wenn große Datenmengen wie etwa 
lange  Tabellen  übertragen  werden,  deshalb  reagiert  die  Anwendung  langsam. 
Webbrowser  wurden  zur  Darstellung  von  strukturierten  Texten  und  einfachen 
Formularen entworfen, deshalb bietet die Benutzeroberfläche häufig nicht den Komfort 
einer Desktop-Anwendung. Arbeiten mehrere Anwender auf einem Server, so teilen sie 
sich die zur Verfügung stehende Rechenleistung. Ein rechenintensives Programm sollte 
 
Abbildung 5: Zusammenhang zwischen Client, Server und Internet.
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deshalb auf verschiedene Server verteilt werden, damit mehrere Benutzer in der Lage 
sind, gleichzeitig und ohne Verzögerung mit diesem Programm zu arbeiten.
Webanwendungen haben jedoch auch enorme Vorteile, z. B. ist keine Installation der 
Anwendung notwendig, lediglich ein Webbrowser wird vorausgesetzt. Dies ist beson-
ders nützlich, wenn lokale Softwareinstallationen nicht gestattet sind. Darüber hinaus 
ist die Anwendung unabhängig vom verwendeten Betriebssystem verfügbar und stellt 
häufig nur geringe Anforderungen an die Hardware des Clients.
Dreischichtige Architektur
In  der  Softwarearchitektur  wird  von  einer  dreischichtigen  Architektur  gesprochen, 
wenn die  Präsentation  von  der  Logik  und  der  Datenhaltung  getrennt  ist.  Jede  der 
Schichten Präsentation, Logik und Datenhaltung kommuniziert nur mit der Schicht di-
rekt oberhalb und unterhalb. Dieser Ansatz bietet Vorteile bei der Entwicklung, da in-
nerhalb der einzelnen Schichten Veränderungen vorgenommen werden können, ohne 
dass die anderen Schichten angepasst werden müssen, solange die Schnittstellen un-
verändert  bleiben.  Durch  Verwendung  bestimmter  Kommunikationstechniken  kann 
jede Schicht zur Lastverteilung auf einem anderen Server ausgeführt werden. In der 
hier beschriebenen Anwendung wurde hiervon aufgrund der zu erwartenden geringen 
Serverauslastung keinen Gebrauch gemacht.  In  Abbildung 6 werden die wichtigsten 
verwendeten Technologien für jede Schicht aufgeführt.
► In der Präsentationsschicht wird die Anzeige der Daten und der Benutzerschnitt-
stelle umgesetzt. Diese Schicht reicht Benutzereingaben an die Logikschicht weiter. 
Im Falle einer Webanwendung erfolgt die Anzeige der Benutzeroberfläche im Brow-
ser des Clients.
► In der Logikschicht ist das eigentliche Programm enthalten. In dieser Schicht wer-
den Berechnungen angestellt, die auf Benutzereingaben und den gespeicherten Da-
ten basieren.
► Die Datenschicht ist meist eine Datenbank, die zur persistenten Speicherung der 
Daten verwendet wird.
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Präsentationsschicht
Die Präsentationsschicht von MIRU-VNTRplus wird sowohl auf dem Server als auch 
auf dem Client ausgeführt. Der Server erzeugt die Webseiten, auf dem Client werden 
JavaScript-Programme ausgeführt.
JavaScript
Seit  der  Einführung  von  JavaScript  im Jahr  1995  ist  eine  Ausführung  kleiner  Pro-
gramme auch im Client möglich. Diese Programme sind im Quelltext der Webseite ein-
gebettet und werden durch den Webbrowser ausgeführt. Sie sind vor allem zur Ände-
rung der Darstellung einer Webseite geeignet, wenn beispielsweise bestimmte Bereiche 
versteckt oder angezeigt werden sollen, oder wenn die Benutzereingabe überprüft wer-
den soll. JavaScript-Programme haben aber keinen Zugriff auf Benutzerdaten wie etwa 
Dateien  auf  der  Festplatte.  Zwar  implementiert  nicht  jeder  Webbrowser  alle 
JavaScript-Funktionen,  aber  die  wichtigsten Kernfunktionen sind in  allen Browsern 
vorhanden. JavaScript ist ein Sicherheitsrisiko, da Fehler in der Programmierung des 
Browsers dazu führen können, dass Eindringlinge Zugriff auf das Computersystem des 
Benutzers erhalten. JavaScript wird für MIRU-VNTRplus u. a. für Veränderungen der 
 
Abbildung 6: Dreischichtige Architektur und die in jeder Schicht verwendete Technologien.
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Benutzeroberfläche verwendet. Tooltips und kleinere Besonderheiten wie das Kontext-
menü wurden durch eigenständige JavaScript-Programme, die Menüs mit dem Paket 
JSCookMenu [58] realisiert.  Ein  spezielles  JavaScript-Modul  erlaubt  es,  neue Web-
seiten als Dialogfenster in der aktuellen Seite zu öffnen.
Asynchronous JavaScript and XML
Fast alle modernen Webbrowser enthalten die JavaScript-Erweiterung ›Asynchronous 
JavaScript and XML‹ (AJAX). Mittels AJAX kann der Browser mit dem Server kommu-
nizieren, ohne die Webseite neu zu laden. Auf diese Weise können Daten sukzessive 
nachgeladen werden und der Status des Servers kann überprüft werden. Die Wartezei-
ten für das Neuladen einer Seite werden reduziert, da nur neue Daten übertragen wer-
den, während das Gerüst der Seite erhalten bleibt. Dadurch können schnellere Benut-
zeroberflächen realisiert werden, die Desktop-Anwendungen ähneln.
Java
Die Programmierung von Webservern ist grundsätzlich mit jeder Programmiersprache 
möglich. Spezielle Skriptsprachen wie PHP wurden entworfen, um die Entwicklung von 
dynamischen Webseiten zu vereinfachen. Für umfangreiche Projekte ist es jedoch sinn-
voll, höher entwickelte Sprachen wie z. B. Java zu verwenden, da sich mit diesen Spra-
chen auch komplexe Abläufe übersichtlich umsetzen lassen. 
Java ist eine objektorientierte Programmiersprache, die von Sun Microsystems entwi-
ckelt wird. Seit 1995 ist Java für verschiedene Computersysteme kostenlos verfügbar. 
Die Syntax der Sprache Java ähnelt der Syntax der Programmiersprachen C bzw. C++. 
Im Gegensatz zu diesen Programmiersprachen sind Java-Programme aber plattform-
unabhängig,  ein  Java-Programm kann  also  ohne  Veränderungen  auf  verschiedenen 
Computerplattformen (beispielsweise Windows oder Linux) ausgeführt  werden. Ein-
zige Voraussetzung ist, dass es für diese Systeme eine Java-Laufzeit-Umgebung (›Java 
Runtime Environment‹, JRE) gibt. Dies ist u. a. für die Plattformen Windows, Linux, 
Solaris und Mac OS X der Fall.
Die objektorientierte Programmierung führt Daten und mögliche Operationen auf die-
sen Daten zusammen. Daten und Operationen werden in einem Objekt zusammen ge-
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speichert und nach außen gekapselt. Fremde Objekte können die Daten nur nach be-
stimmten Regeln modifizieren. Mit objektorientierter Programmierung können Proble-
me leichter in kleinere Einheiten zerlegt werden und bereits vorhandene Programm-
teile können wiederverwendet werden.
Ein Java-Programm wird nicht direkt in Maschinencode übersetzt, sondern es kommt 
ein Zwischenschritt zum Einsatz, der Bytecode. Die JRE interpretiert dann den Byte-
code oder übersetzt ihn in für die entsprechende Plattform geeigneten Maschinencode. 
Durch verschiedene Optimierungen ist die Ausführungsgeschwindigkeit von Java-Pro-
grammen trotzdem sehr gut, beispielsweise werden häufig aufgerufene Programmteile 
besonders effizient ausgeführt. 
Bestimmte Sicherheitsaspekte  von Java schließen typische Fehler anderer  Program-
miersprachen aus,  z.  B.  wird die  Speicherverwaltung automatisch durchgeführt  und 
Zeigerarithmetik ist nicht möglich. Dadurch fehlen in Java-Programmen auch die ty-
pischen  Schwachstellen,  die  zum  Einschleusen  von  Schadcode  verwendet  werden 
können. 
Für die Java-Technologie wurden spezielle Techniken zur Erzeugung von dynamischen 
Webinhalten entwickelt, die eine große Verbreitung gefunden haben.
Servlets
Servlets sind Java-Programme, die Webinhalte dynamisch generieren können. Sie wer-
den in einer speziellen Umgebung, dem ›Servlet Container‹, ausgeführt. Dies ist ein 
Webserver, in welchen eine JRE integriert ist. Mit Servlets können verschiedene Arten 
von Inhalten wie etwa Webseiten oder Bilder generiert werden, über einen Ausgabe-
strom können die Servlets die generierten Inhalte an den Client zurück liefern.
Die Servlet-Technologie hilft dem Programmierer bei der Identifikation der Benutzer. 
Das zustandslose HTTP-Protokoll ermöglicht keine dauerhafte Verbindung zwischen 
Server und Client. Das Servlet erzeugt und überträgt deshalb eine Session-ID, um einen 
Benutzer  bei  wiederholten  Seitenaufrufen  zu  erkennen.  Dies  kann  entweder  durch 
einen Browser-Cookie geschehen, oder durch Anhängen eines Parameters an die URL 
von  Hyperlinks.  Das  Servlet  kann  zu  einem  Benutzer  gehörende  Daten  im  Haupt-
speicher des Servers ablegen. Erfolgen eine längere Zeit keine Seitenaufrufe durch den 
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Benutzer, so wird die Session-ID ungültig, und die gespeicherten Nutzerdaten werden 
gelöscht.
Die Programmierung mit Servlets ist wenig komfortabel, da für jede Änderung einer 
Webseite das Servlet geändert werden muss. Außerdem ist die Struktur der Webseiten 
nicht von der Programmierung getrennt, so dass ein Webdesigner, der die Seiten bear-
beiten will, auch über Java-Kenntnisse verfügen muss.
In der MIRU-VNTRplus Anwendung werden Servlets vor allem für die Ausgabe binärer 
Datenformat eingesetzt, etwa für MS Excel-Tabellen oder Bilder.
JavaServer Pages
Mit ›JavaServer Pages‹ (JSP) steht eine komfortablere und flexiblere Möglichkeit zum 
Generieren dynamischer Webinhalte zur Verfügung. JSP sind statische HTML- oder 
XML-Seiten,  in die Java-Programme direkt notiert werden können. Mit diesen Pro-
grammen kann zu den statischen Seiten dynamischer Inhalt hinzugefügt werden, Logik 
und Design können somit besser voneinander getrennt werden.
JSP  werden  von  einem  JSP-Compiler  in  Servlets  umgewandelt,  die  dann  von  dem 
Servlet  Container  ausgeführt  werden.  Eine  JSP-Seite  ist  demnach  eine  Abstraktion 
eines  Servlets.  Ein  großer  Vorteil  gegenüber  den  Servlets  ist,  dass  auch  ein  Web-
designer ohne Java-Kenntnisse das Layout der JSP ändern kann.
In der hier vorgestellten Webanwendung werden JSP für die Erzeugung einiger Hilfe-
seiten und für den Export von Tabellen verwendet. 
Tag-Bibliotheken
Um Programmlogik und Design noch weiter zu trennen, kann bei den JSP mit Hilfe 
von  Tag-Bibliotheken  weitgehend  auf  in  die  Seite  eingefügte  Java-Programme  ver-
zichtet werden. Bestimmte  Tags geben die Stellen an, an denen dynamische Inhalte 
eingefügt werden sollen. Da HTML-Seiten immer aus einer Sammlung von Tags be-
stehen, lassen sich solche JSP-Seiten mit HTML-Editoren leicht bearbeiten. Die Logik 
für die dynamischen Inhalte wird in separaten Java-Objekten definiert, Logik und De-
sign sind somit komplett getrennt. Die in MIRU-VNTRplus verwendeten JavaServer 
Faces benutzen spezielle Tag-Bibliotheken zur Positionierung von Komponenten.
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JavaServer Faces
Häufig  gibt  es  in  verschiedenen Webanwendungen ähnliche  Abläufe.  Beispielsweise 
gibt der Benutzer auf einer Webseite Daten ein,  die Eingaben werden anschließend 
überprüft und verarbeitet. Daraufhin wird dem Benutzer abhängig von seiner Eingabe 
eine neue Webseite mit einer Tabelle gezeigt. Hat der Benutzer fehlerhafte Daten einge-
geben, etwa ein ungültiges Datum, wird die ursprüngliche Webseite zur Dateneingabe 
erneut angezeigt. Zur Ein- und Ausgabe werden Standardkomponenten eingesetzt, z. B. 
Textfelder und Auswahlboxen für die Eingabe und Listen oder Tabellen für die Daten-
ausgabe. 
›JavaServer Faces‹ (JSF) unterstützen diesen typischen Ablauf. Der Entwickler kann 
eine höhere Abstraktionsebene verwenden, um Webseiten und Formulare aus vorgege-
benen Komponenten  zusammenzusetzen.  Die  Prüfung  der  Benutzereingaben erfolgt 
selbständig durch diese Komponenten, bei fehlerhaften Eingaben wird die Seite auto-
matisch erneut angezeigt.
Für die Erstellung von HTML-Seiten kann der JSP-Syntax verwendet werden. Die JSF-
Komponenten werden durch spezielle Tag-Bibliotheken eingefügt. Die Komponenten 
werden auf dem Server als Baumstruktur abgebildet, durch Renderer wird die Präsen-
tation  der  Oberfläche  von  der  Logik  getrennt.  Neben  HTML  werden  auch  andere 
Ausgabeformate  wie  etwa XML unterstützt.  Über  Navigationsregeln  wird  festgelegt, 
welche Seite der Benutzer in jedem Zustand als Nächstes angezeigt bekommt. Das Kon-
zept kann bei Bedarf mit Komponenten anderer Entwickler erweitert werden. 
Ein  großer  Vorteil  ist  die  immense  Zeitersparnis  bei  der  Entwicklung  von  Anwen-
dungen, da sich der Entwickler nicht mehr um die Prüfung der Eingaben und Details 
der  Datenausgabe  kümmern  muss.  Die  Mehrzahl  der  Seiten  der  MIRU-VNTRplus 
Webanwendung wurden deshalb mit der JSF-Technik umgesetzt.
RichFaces
Die in JSF integrierten Komponenten enthalten keine AJAX-Unterstützung. Einige Er-
weiterungen  für  JSF  stellen  aber  Komponenten  bereit,  die  AJAX  ausnutzen.  Bei 
›RichFaces‹ handelt es sich um eine freie JSF-Erweiterung von JBOSS/Exadel [66], die 
mittels AJAX das Neuladen von Teilen einer Webseite ermöglicht.
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Das RichFaces-Paket besteht aus zwei Teilen: Ajax4JSF, einer hervorragenden JSF-Er-
weiterung, die für die meisten JSF-Komponenten AJAX-Fähigkeiten nachrüstet, und 
den RichFaces-Komponenten mit integrierter AJAX-Unterstützung.
Um eine flüssige Benutzeroberfläche zu erzeugen, wurden die MIRU-VNTRplus JSF-
Seiten durch das RichFaces-Paket mit AJAX-Funktionalität versehen.
Kartendarstellung
Die Internetanwendung Google Maps [55] ermöglicht die Anzeige von Landkarten oder 
von Satellitenbildern und erlaubt es, Grafiken auf diesen Karten zu positionieren und 
Adressen in Koordinaten umzuwandeln. Google Maps kann über JavaScript program-
miert werden, zur Einsatz auf Webseiten wird ein Schlüssel benötigt, der kostenlos be-
reitgestellt wird.
MIRU-VNTRplus verwendet  Google  Maps,  um  die  Verteilung  von  Spezies  oder 
Lineages auf einer Weltkarte anzuzeigen. Für jedes Land wird durch ein Servlet ein Bild 
mit einem Kreisdiagramm erzeugt, und das Bild wird über dem Mittelpunkt des Landes 
platziert.
Logikschicht
Die Logikschicht wurde in Java implementiert und wird zusammen mit der Präsentati-
onsschicht im gleichen Servlet Container ausgeführt. Logik und Präsentation sind als 
Teilprogramme realisiert, die Logikschicht ist von der Präsentationsschicht unabhängig 
und kann z. B. zum Generieren von Statistiken ohne grafische Ausgabe verwendet wer-
den. Auf eine Implementierung einer eigenständigen Serverkomponente für die Logik-
schicht wurde aufgrund des zu erwartenden geringen Rechenaufwandes verzichtet.
Die  Einträge  der  MIRU-VNTRplus Nomenklaturdatenbank  werden  in  einer  relatio-
nalen Datenbank gespeichert. Um nicht auf eine spezielle Datenbank festgelegt zu sein 
und zur Beschleunigung der Programmentwicklung wurde das Framework Hibernate 
verwendet.
 
Material und Methoden 21  
Hibernate
Relationale Datenbanken können als eine Sammlung von Tabellen visualisiert werden. 
Eine Abfrage der Datenbank liefert eine oder mehrere Zeilen dieser Tabellen zurück, 
die als  Tupel bezeichnet werden. Soll ein Tupel in einer objektorientierten Program-
miersprache weiterverarbeitet werden, muss ein Programmabschnitt erstellt  werden, 
der ein Tupel mit den Eigenschaften eines Objekts verbindet.
Hibernate [56] automatisiert diese Arbeit. Es handelt sich um ein Open Source Persis-
tenzframework für Java, das es dem Entwickler ermöglicht, Objekte in einer relatio-
nalen Datenbank zu speichern ohne umfangreiche Programme hierfür zu erstellen, das 
Prinzip ist in  Abbildung 7 illustriert. Hibernate abstrahiert den Datenbankzugriff und 
kann mit verschiedenen relationalen Datenbanken zusammenarbeiten. Wird die Da-
tenbank ausgetauscht, muss nur die Hibernate-Konfiguration geändert werden um das 
Programm anzupassen.
Datenschicht
Sollen nur wenige unveränderliche Daten persistent gespeichert werden, so können sie 
aus einer Datei ausgelesen werden und im Speicher des Servers gehalten werden. Dies 
wird in MIRU-VNTRplus für die Daten der 187 Referenzstämme praktiziert, diese än-
dern sich nicht und müssen daher nur in einer einzigen Kopie im Hauptspeicher gehal-
ten werden. Die Daten sind in einer CSV-Tabelle gespeichert und werden beim Start 
des Servers geladen.
 
Abbildung  7: Prinzip von Hibernate. Anstatt direkt mit der Datenbank über die ›Structured  
Query  Language‹  (SQL)  zu  kommunizieren,  tauscht  die  Anwendung mit  Hibernate  Java-
Objekte aus. Durch eine Konfigurationsdatei kann Hibernate die Eigenschaften dieser Objekte 
zu Tabellenspalten zuordnen und übernimmt die Kommunikation mit der Datenbank.
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HibernateSQL
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Material und Methoden 22  
Sobald große Datenmengen verwendet werden oder neue Daten hinzugefügt werden 
können, ist ein Datenbanksystem zur Speicherung der Daten besser geeignet.
MySQL
MySQL [62] ist ein relationales Open Source Datenbanksystem der schwedischen Fir-
ma MySQL AB. Die Datenbank ist für verschiedene Plattformen verfügbar, darunter 
Windows, Linux und MacOS. MySQL wird zur persistenten Speicherung der Kopien-
anzahlen für die expandierende MV15-9 Nomenklatur verwendet. Es kommen zwei Ta-
bellen zum Einsatz, MV15 und MV9, die zu jeder ID die Kopienanzahl der Loki spei-
chern.
Datenkodierung
Die in der Webanwendung bearbeiteten Daten sind mit wenigen Ausnahmen einfache 
Zahlen, alle Nichtzahlen werden durch eine Kodierung in eine Integer-Zahl (4 Byte) 
umgerechnet. Für die VNTR-Loki werden die Kopienanzahlen der Repeats gespeichert. 
Die  Daten  für  die  Spoligomuster  und Antibiotikaempfindlichkeit  sind  binäre  Daten 
(vorhanden/nicht vorhanden bzw. positiv/negativ), die LSP-Daten sind Zahlen von 0-2 
und die Basentripletts der SNP-Daten werden als Zahl codiert gespeichert. 
Die Spoligomuster werden als Zahlen 0 = Spacer nicht vorhanden oder 1 = Spacer vor-
handen kodiert, für LSPs werden die Zahlen 0 = Region nicht vorhanden, 1 = Region 
vorhanden und 2 = Region vorhanden, aber mit unerwarteter Größe verwendet. Für die 
Region pKS1-15 haben die Zahlen eine andere Bedeutung: 0 = 7bp Deletion, 1 = Region 
vorhanden und 2 = 6bp Deletion.
Für die VNTR-Daten können die folgenden speziellen Werte angegeben werden:
► Variante Allele werden durch 1s, 2s, 3s, ... angegeben.
► Doppelte Allele werden mit Klammern spezifiziert: (3+)5, 5(+3), ... .
► Ist für einen Lokus die PCR nicht durchführbar, wird dies durch „– “ angegeben.
Für alle fehlende Daten kann „?“ verwendet werden, auch dieses Zeichen wird in eine 
spezielle Zahl kodiert.
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Benutzerdaten
Vom Benutzer  in  die  Datenbank eingegebene Isolate  werden im Hauptspeicher  des 
Webservers abgelegt. Führt der Benutzer eine Stunde lang keinen Seitenaufruf durch, 
dann werden die Daten aus dem Speicher gelöscht. Ein persistentes Speichern der Nut-
zerdaten ist  nicht  vorgesehen, da dies für die Funktionalität  der Referenzdatenbank 
nicht notwendig ist.
Datenimport / -export
Tabellarische Daten im CSV-Format können mit  geringem Aufwand eingelesen und 
ausgegeben werden. Die Verwendung dieser Dateien in einer Tabellenkalkulation kann 
allerdings Schwierigkeiten verursachen, da es länderspezifische Trennzeichen gibt, die 
berücksichtigt werden müssen. Zudem versucht die verbreitete Tabellenkalkulation MS 
Excel die eingelesenen Daten in Zahlen oder Datumsangaben umzuwandeln, was die 
Weiterverarbeitung der Daten erschwert. Deshalb wird die Java-Bibliothek  JExcelApi 
[57] zum direkten Lesen und Schreiben von MS Excel-Dateien verwendet. Zum schnel-
len Datenaustausch ist ferner ein Einlesen der Daten über Copy und Paste möglich.
Auswertung der Seitenbesuche
Mit  Google Analytics  [54] können Zugriffe auf Webseiten ausgewertet werden. Dazu 
wird auf die Seiten ein JavaScript-Programm eingefügt, das eine Verbindung mit dem 
Google-Server aufbaut  und Informationen über  das  verwendete  Betriebssystem und 
den verwendeten Browser überträgt. Die Google Analytics Webseite gibt u. a. Auskunft 
über die Herkunft der Besucher und deren Verweildauer auf der Seite.
2.3 Entwicklungsumgebung
Zur Entwicklung der MIRU-VNTRplus Datenbank wurde die integrierte Entwicklungs-
umgebung ›Eclipse‹ [53] verwendet. Eclipse ist ein Open-Source Projekt, das für viele 
Plattformen verfügbar ist und über Plug-ins erweitert werden kann. Die Programmie-
rung von Webanwendungen wird durch Werkzeuge aus  dem ›Web Tools  Platform‹ 
(WTP)-Projekt  [71] erheblich vereinfacht. Diese Werkzeuge helfen bei der Erzeugung 
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von statischen Webseiten und dynamischen Inhalten, und ermöglichen die Programm-
überwachung und Fehlersuche während der Programmausführung.
Als Servlet-Container wurde ›Apache Tomcat‹ verwendet  [51]. Tomcat selbst ist  ein 
Java-Programm und für viele Plattformen verfügbar. Die aktuelle Versionsnummer ist 
6.0.  Auf dem für die Webanwendung verwendeten Server ist  nur die ältere Version 
Tomcat  5.5 verfügbar,  aus diesem Grund wurde diese Version zur Entwicklung der 
Anwendung eingesetzt.
Die aktuelle Version von Java ist 1.6, Programme für ältere Java-Versionen können in 
der Regel auch mit dieser Version benutzt werden. Da auf dem verwendeten Webserver 
nur Java in der Version 1.5 installiert ist, wurde die Anwendung für diese Java-Version 
entwickelt.
Für JSF sind verschiedene Implementierungen verfügbar. Für MIRU-VNTRplus wur-
den die  Apache MyFaces  [50] in der Version 1.1.5 verwendet, sie erweitern die JSF-
Funktionalität  mit  einigen  zusätzlichen  Komponenten.  Die  RichFaces-Erweiterung 
wurde in der Version 3.1.2 eingesetzt.
Als Datenbank zur persistenten Speicherung der Nomenklatur kam MySQL in der Ver-
sion 5.0 zum Einsatz, von Hibernate wurde die Version 3.2.5 verwendet.
Die  Webseiten  wurde  mit  den  am  häufigsten  verwendeten  Webbrowsern  getestet: 
Mozilla Firefox 2 [61], MS Internet Explorer [60] in der Version 6 und 7, Apple Safari 3 
[52] sowie Opera 9 [64].
2.4 Distanzmaße
Ein Distanzmaß berechnet für zwei Datensätzen einen Wert (die Distanz), der angibt 
wie sehr sich die Daten unterscheiden. Die Distanz kann Ergebnisse von Null bis Un-
endlich annehmen, wobei Null für identische Daten steht. Verschiedene Arten von Da-
ten können mit unterschiedlichen Distanzmaßen verglichen werden: 
► Bei den binären Daten für Spoligomuster und Antibiotikaempfindlichkeit handelt es 
sich um ja/nein-Informationen. Diese Daten werden durch die Zahlen 0 und 1 re-
präsentiert,  sie können mit kategorischen oder binären Distanzmaßen verglichen 
werden.
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► Die Daten der LSPs und SNPs sind numerische Daten (die SNP-Tripletts werden als 
Nummer kodiert).  Sie werden als  kategorische Daten behandelt, d. h. die Zahlen 
sind entweder gleich oder unterschiedlich, die Größe des Unterschieds spielt aber 
keine Rolle. 
► Die  VNTR-Daten  geben die Anzahl der Repeatkopien an jedem Lokus an. Die für 
VNTR-Daten verwendeten Distanzmaße lassen sich in zwei Gruppen einteilen, je 
nachdem wie die Eingabedaten interpretiert werden:
► Wird das ›Infinite Allele Model‹ (IAM)  [21] zugrunde gelegt, so geben die 
Zahlen  eine  Allelnummer  an.  Die  Zahlenwerte  werden  nicht  miteinander 
verglichen, es ist nur von Bedeutung, ob es sich um die gleiche Zahl handelt 
oder um unterschiedliche Zahlen. Bei einer Mutation wird dem Lokus eine 
neue Allelnummer zugewiesen.
► Das ›Stepwise  Mutation Model‹ (SMM)  [22] hingegen berücksichtigt  den 
Wert der Zahlen. Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass sich die 
Werte bei Mutationen schrittweise nach oben oder unten verändern können. 
Diese Modell soll die Eigenschaften von VNTR-Daten wiedergeben, bei de-
nen sich die Kopienanzahlen aufgrund von Kopierfehlern ändern können.
Ein Vergleich verschiedener Distanzmaßen für repetitive Daten zeigt, dass auf 
dem IAM basierende Distanzmaße auch zur Distanzbestimmung von VNTR-Da-
ten effektiv verwendet werden können, und dabei sogar bessere Ergebnisse lie-
fern als die SMM-basierten Distanzmaße [44].
Als Eingabe für alle Distanzmaße wird ein Zahlentupel (x1, ... , xn) verwendet, das die je-
weiligen Daten repräsentiert, z. B. die Anzahl der Kopien für jeden VNTR-Lokus.
Categorical
Das Categorical Distanzmaß ist auch als ›Simple Matching Coefficient‹ bekannt. Die 
Anzahl der unterschiedlichen Werte wird durch die Tupellänge geteilt.
Dcategorical x1 , ... , xn , y1 ,... , y n=1−
∑x=i
n
xi , y i
n
  wobeia ,b={0 : a≠b1 :a=b
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Dieses Distanzmaß kann für alle Datenarten verwendet werden. Für VNTR-Daten lie-
fert es die gleichen Ergebnisse wie das Distanzmaß DA. Die berechnete Distanz gibt die 
Anzahl von unterschiedlichen Tupelpositionen in Prozent an.
Jaccard
Die Jaccard-Distanz  [18] vergleicht  binäre  Daten.  Das  Fehlen einer  Eigenschaft  (0) 
wird weniger bewertet als deren Vorhandensein (1):
D Jaccard x1 , ... , xn ,  y1 ,... , yn=
qr
pqr
mit q = Anzahl der i mit xi = 1 und yi = 0, r = Anzahl der i mit xi = 0 und yi = 1 und p = 
Anzahl der i mit xi = 1 und yi = 1.
Infinite Allele Model
Die beiden folgenden Distanzmaße DA und DC basieren auf dem IAM.
DA
Das Distanzmaß DA [27] wurde zum Vergleich von zwei Populationen von Individuen, 
X und Y, entworfen und definiert als:
DA=1−
1
r∑ j=0
r
∑i=0
m j  x ij yij mit  r =  Anzahl  Loki,  mj =  Anzahl  der  unterschied-
lichen Allele am Lokus j, xij und yij sind die Häufigkeit des Allels i am Lokus j in der Po-
pulation X bzw. Y.
Werden zwei Individuen mit diesem Distanzmaß verglichen, ergibt sich die gleiche Di-
stanz wie beim Categorical-Distanzmaß:
DAx1 , ... , xn ,  y1 ,... , yn=1−
1
n∑i=0
n
 xi , y i   wobeia ,b={0: a≠b1:a=b
Aufgrund der Übereinstimmung mit dem Categorical-Distanzmaß wird DA in der Da-
tenbank nicht als eigenes Distanzmaß aufgeführt.
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DC
Die Berechnung von DC erfolgt für zwei Populationen X und Y nach folgender Formel 
[4]:
DC=
2
 r∑ j=0
r 2 1−∑i=0m j  x ij y ij
Werden zwei Individuen verglichen, lässt sich die Formel vereinfachen zu:
DC x1 ,... , xn , y1 , ... , yn=
2
⋅n∑i=0
n
2 1−x i , y i  wobei a ,b={0 : a≠b1 :a=b
Die errechneten Werte liegen im Intervall [0, 1].
Stepwise Mutation Model
Die Distanzmaße DSW und (δμ)2 basieren auf dem SMM.
DSW
Auch das Distanzmaß DSW [33] wurde zum Vergleichen von Populationen entworfen: 
DSW=W XY−
W XW Y 
2
 mit W X=∑k=0
r
∑i≠ j
∣i− j∣x ik x jk
r
,
W Y=∑k=0
r
∑i≠ j
∣i− j∣y ik y jk
r
 und W XY=∑k=0
r
∑i≠ j
∣i− j∣x ik y jk
r
WX und WY werden zu 0 ausgewertet, wenn nur zwei Isolate verglichen werden: 
D SW x1 , ... , xn ,  y1 ,... , yn=∑i=0
n ∣x i− yi∣
n
Der  Wertebereich  ist  das  Intervall  [0, ∞).  Die  Distanz  gibt  die  durchschnittliche 
Differenz der beiden Eingabetupel pro Position an.
(δμ)2
Dieses Distanzmaß berechnet für zwei Populationen Werte im Intervall [0, ∞) [15]:
2=∑ j=0
r x i− y i
2
r
 mit x i=∑i i xij  und  y i=∑i i y ij
Für zwei Isolate ergibt sich vereinfacht:
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2 x1 ,... , xn , y1 , ... , yn=∑i=0
n x i− yi
2
n
Das Distanzmaß berechnet also die quadrierte durchschnittliche Differenz der beiden 
Eingabetupel pro Position.
Verhalten bei unvollständigen Daten
Fehlen bei einem Vergleich zweier Tupel die Daten für einzelne Positionen, so werden 
diese Positionen nicht in die Berechnung der Distanzen mit einbezogen, dadurch kön-
nen auch Isolate mit unvollständigen Daten verglichen werden.
Kombination von Distanzmaßen
Distanzen für verschiedene Typisierungsdaten können mit einer Gewichtung versehen 
zu einer Gesamtdistanz kombiniert werden. Die Berechnung der Gesamtdistanz erfolgt 
nach der Formel
Dtotal  x1 ,... , xn , y1 , ... , yn=
∑Distanz M GewichtungM⋅DM x1 , ... , xn , y1 , ... , yn
∑DistanzM GewichtungM
Werden beispielsweise VNTR- und Spoligodaten verwendet, mit einer Gewichtung von 
VNTR = 3 und Spoligo = 1, dann trägt die VNTR-Distanz ¾ zur Gesamtdistanz bei, die 
Distanz der Spoligomuster aber nur ¼.
Gewichtete Distanzmaße
Die in der Datenbank verwendeten Distanzmaße gehen von einer gleichen Evolutions-
rate an jedem Lokus aus,  d.  h.  von gleicher Wahrscheinlichkeit  für Änderungen an 
jedem  Lokus.  Dies  entspricht  jedoch  nicht  der  Realität,  häufig  unterscheiden  sich 
verschiedene Loki in ihren Evolutionsraten.  Eine annähernde Bestimmung der Evo-
lutionsrate ist durch eine Analyse der ›Single Locus Variants‹ (SLV), ›Double Locus 
Variants‹ (DLV) und ›Triple Locus Variants‹ (TLV) möglich [39]. Die MIRU-VNTRplus 
Anwendung enthält eine Funktion zur Bestimmung der SLV, DLV und TLV für jeden 
VNTR-Lokus und zudem die Möglichkeit,  die Distanzmaße Categorical und DSW mit 
einer Gewichtung versehen zur VNTR-Analyse zu verwenden.  Mit  einem geeigneten 
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Datensatz  könnten diese  Funktionen zur  Bewertung von gewichteten Distanzmaßen 
verwendet werden.
2.5 MIRU-VNTR Loki
Neben den 12 MIRU-Loki aus [41] wurden in [39] weitere Loki für die VNTR-Analyse 
vorgeschlagen:  Eine  Kombination  der  12  ursprünglichen  MIRU-Loki  und  12  neue 
VNTR-Loki sowie eine Untermenge dieser Zusammenstellung, welche aus den 15 am 
höchsten diskriminierenden Loki besteht. Diese drei Zusammenstellungen sind in der 
Datenbank verfügbar, Tabelle 4 zeigt eine Übersicht der jeweils verwendeten Loki.
 
Lokus Alias 1 Alias 2 24 15 12
154 MIRU02 X X
424 Mtub04 X X
577 ETRC X X
580 MIRU04 ETRD X X X
802 MIRU40 X X X
960 MIRU10 X X X
1644 MIRU16 X X X
1955 Mtub21 X X
2059 MIRU20 X X
2163b QUB11b X X
2165 ETRA X X
2347 Mtub29 X
2401 Mtub30 X X
2461 ETRB X
2531 MIRU23 X X
2687 MIRU24 X X
2996 MIRU26 X X X
3007 MIRU27 QUB5 X X
3171 Mtub34 X
3192 MIRU31 ETRE X X X
3690 Mtub39 X X
4052 QUB26 X X
4156 QUB4156 X X
4348 MIRU39 X X
Tabelle 4: Die Kombinationen für 24, 15 und 12 Loki.
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Die Daten für die nicht  in der ausgewählten Kombination enthaltenen Loki  werden 
ignoriert.  Da unbekannte Daten ebenfalls nicht ausgewertet werden, können mit der 
24-Loki Kombination auch Isolate analysiert werden, für die nur eine Teilmenge der 
kompletten MIRU-VNTR Daten vorhanden sind.
2.6 Phylogenetische Bäume
Mit phylogenetischen Bäumen können mögliche evolutionäre Beziehungen zwischen 
Isolaten als Graph visualisiert werden. Die Isolate werden als Blätter in den Baum inte-
griert, jeder innere Knoten entspricht einem hypothetischen gemeinsamen Vorfahren 
der Blätter unterhalb dieses Knotens.  Die Länge der Kanten ist  proportional zu der 
Distanz der Isolate. Die Berechnungen basieren auf Distanzmatrizen, diese enthalten 
die Distanzen aller im Baum repräsentierten Isolate zu jedem anderen im Baum reprä-
sentierten Isolat.
Häufig  lassen  sich  die  Beziehungen  zwischen  Isolaten  durch  verschiedene  phylo-
genetische Bäume gleichwertig erklären, ein erzeugter Baum ist dann nicht der einzige 
korrekte Baum, wie in  Abbildung 8 an einem Beispiel illustriert ist. 
Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages
Beim ›Unweighted  Pair  Group  Method  Using  Arithmetic  Averages‹ (UPGMA) Ver-
fahren  [37] handelt es sich um einen Clusteringalgorithmus, der eine konstante Evo-
lutionsrate der Daten voraussetzt. Der Weg von der Wurzel zu jedem Blatt ist deshalb 
gleich lang. Das Algorithmus beginnt mit einer Liste von Gruppen, die jeweils nur ein 
Isolat enthalten, fasst die zwei Gruppen mit der geringsten Gruppendistanz zu einer 
 
Distanz A B C
A 0 0,25 0,5
B 0,25 0 0,25
C 0,5 0,25 0
Abbildung 8: Beispiel für eine Distanzmatrix, aus der die beiden abgebildeten Bäume mit dem 
UPGMA-Verfahren erzeugt werden können. Da sowohl die Distanz zwischen A und B als auch  
zwischen B und C 0,25 beträgt, kann entweder die Gruppe (A,B) oder die Gruppe (B,C) zuerst 
in den Baum eingefügt werden. Welcher Baum tatsächlich erstellt wird, ist von der Imple-
mentierung abhängig.
A
B
C
A
B
C
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neuen Gruppe zusammen und fügt einen Knoten in den Baum ein, der beide Gruppen 
verbindet. Dieses Verfahren wird wiederholt, bis nur noch eine Gruppe vorhanden ist. 
Werden Bäume generiert, deren Daten keine konstante Evolutionsrate zugrunde liegt, 
dann werden die Abstammungslinien möglicherweise falsch wiedergegeben.
Neighbor Joining
Der ›Neighbor Joining Tree‹ (NJ) [30] ist ein weiteres Clusteringverfahren. Das Ver-
fahren beginnt mit einem Blatt für jedes Isolat. Es wird eine modifizierte Distanzmatrix 
berechnet, in dieser wird die durchschnittlichen Distanzen zu allen anderen Blättern 
berücksichtigt, um lange Kanten auszugleichen. Die beiden Knoten mit der niedrigsten 
Distanz in der modifizerten Matrix werden unter einem neuen Knoten zusammenge-
fasst. Dabei wird für jeden der beiden Knoten  die Distanz zum neuen Elternknoten be-
rechnet.  Anschließend  wird  die  Distanzmatrix  aktualisiert,  und  das  Verfahren  wird 
iterativ wiederholt, bis nur noch zwei Knoten übrig sind. Diese werden durch eine Kan-
te mit der verbleibenden Distanz verbunden. Dadurch wird ein ungewurzelter Baum er-
zeugt, durch Hinzufügen von Daten entfernt verwandter Spezies kann dieser mit einer 
Wurzel versehen werden. Das NJ-Tree Verfahren geht nicht von einer konstanten Evo-
lutionsrate aus und kann daher auch Bäume für Daten rekonstruieren, für welche die 
UPGMA-Methode nicht geeignet ist.
Berechnung
Zur Berechnung der Bäume wird die Java-Bibliothek PAL [8][65] Version 1.5.1 verwen-
det. Diese Bibliothek wird seit 2003 nicht mehr weiterentwickelt, stellt aber die für die 
Berechnung der Bäume notwendigen Clusteringalgorithmen NJ und UPGMA bereit. 
Ein Fehler im Algorithmus für das NJ-Verfahren wurde behoben und der NJ-Baum 
 
Abbildung 9: Baumdarstellung als Dendrogramm (links) und radialer Graph (rechts).
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wird zwischen den beiden zuletzt  zusammengefügten Knoten mit  einer  Wurzel  ver-
sehen.
Baumdarstellung
Der  mit  einem  Clusteringverfahren  erzeugte  phylogenetische  Baum  kann  in  ver-
schiedenen Darstellungsformen angezeigt werden: Als Dendrogramm oder als radialer 
Graph. Der Algorithmus zum Layout des radialen Graphen wurde von [70] übernom-
men. Abbildung 9 zeigt einen UPGMA-Beispielbaum in beiden Darstellungsformen.
Die Bilder werden durch ein Servlet generiert, dieses erzeugt ein PNG-Bild. Durch Ver-
wendung des Apache Batik SVG Toolkits [49] kann aus dem Baum eine Vektorgrafik im 
Format  SVG  [68] erzeugt  werden.  Die  Dendrogramm-Darstellung kann auch in  die 
Analysetabelle  eingeblendet  werden,  in  Abbildung  10 ist  ein  Beispiel  zu sehen.  Für 
jedes  Isolat  in  der  Tabelle  zeichnet  ein  Servlet  dabei  nur  einen  Ausschnitt  des 
Dendrogramms, und zwar diejenige Zeile, die das Isolat enthält. Diese Grafik wird als 
Hintergrundbild  für  die  erste  Spalte  der  Tabelle  verwendet.  Dies  geschieht  für  alle 
Zeilen der Tabelle, die verschiedenen Grafikausschnitte ergeben zusammen das kom-
pletten Dendrogramm. Die Reihenfolge der Isolate in der Tabelle wird aus deren Posi-
tion  im Dendrogramm bestimmt.  Die  Grafiken  werden  mit  durchsichtigem Hinter-
grund erzeugt, dadurch bleiben Hintergrundfarben und selektierte Zeilen hinter dem 
Baum sichtbar. 
 
Abbildung 10: Beispiel für einen phylogenetischen Baum in der Analysetabelle. Rot umrandet: 
Der Ausschnitt des Dendrogramms, der als Hintergrundbild für das Isolat 9564/00 verwendet  
wird.
Material und Methoden 33  
2.7 Statistik
Die ›Allelic Diversity‹ für einen Lokus wird berechnet durch
h=1−∑ j=1
s
f j
2 N
N−1
=1− 1
N N−1∑ j=1
s
n j
2
mit N = Anzahl der Isolate, fj = rela-
tive Häufigkeit des Allels j am Lokus, nj = absolute Häufigkeit des Allels j am Lokus, s = 
Allelanzahl für diesen Lokus [32].
Für ein Typisierungsverfahren wird die ›Clustering Rate‹ berechnet durch
CR=
nc−c 
n
mit n = Anzahl der betrachteten Isolate, c = Anzahl der Cluster, nc = 
Anzahl der Isolate in einem Cluster [34].
Zur Evaluation der Datenbank wurde die Klassifizierung durch Isolate mit bereits be-
kannter Spezies und Lineage überprüft. Das Ergebnis wurde durch Vergleich von Sensi-
tivität und Spezifität der Zuordnung bewertet. Die Sensitivität bezeichnet in der Statis-
tik  die  Wahrscheinlichkeit,  einen  positiven  Sachverhalt  durch  ein  positives  Tester-
gebnis zu erkennen. Die  Spezifität bezeichnet die Wahrscheinlichkeit, für einen nega-
tiven Sachverhalt auch ein negatives Testergebnis zu erhalten. Für die Evaluation der 
Datenbank wurde verwendet:
beste Treffer = Referenzdatenbankisolate mit minimaler Distanz.
korrekte beste Treffer = Referenzdatenbankisolate mit minimaler Distanz und gleicher 
Lineage wie das zu identifizierende Isolat.
korrekt identifizierte Isolate = Isolate, bei denen alle besten Treffer gleichzeitig kor-
rekte beste Treffer sind.
Sensitivität= Anzahl korrekt identifizierte Isolate
Anzahl Isolate
Spezifität= Anzahl korrektebester Treffer
Anzahl besteTreffer
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2.8 Seitenaufbau
Die  Bestimmung  der  Geschwindigkeit  des  Seitenaufbaus  erfolgte  mit  dem  Web-
browsern Mozilla  Firefox  2.0  [61],  Microsoft  Internet  Explorer  7  [60],  Apple  Safari 
3.0.4 [52] und Opera 9.24 [64] jeweils mit aktiviertem Cache. Die Zeitmessung wurde 
mit einem JavaScript-Programm durchgeführt, der Webserver war lokal auf dem Client 
installiert, um auszuschließen, dass der Server mehrere Benutzeranfragen gleichzeitig 
bearbeitet. Für die Messung des Seitenaufbaus ohne AJAX wurden sämtliche AJAX-
Elemente entfernt, somit wurden die AJAX JavaScript Bibliotheken nicht nachgeladen. 
Gemessen  wurde  der  Zeitbedarf  für  das  Übertragen  und  Anzeigen  der  ›Browse 
Database‹ Seite bzw. der Analysetabelle, in der Tabelle wurden ID, Spezies und Lineage 
sowie  die  24  MIRU-VNTR  Werte  für  jedes  Isolat  dargestellt.  In  zwei  Durchläufen 
wurde  der  Zeitbedarf  für  Tabellen mit  30 bzw.  100 Isolaten  gemessen.  Außer  dem 
Neuübertragen  der  Daten  wurden  keine  weiteren  Operationen  auf  dem  Server 
ausgeführt.  Die  Messung  erfolgte  auf  einem  System  mit  2  GHz  Intel  Pentium  M 
Prozessor und 1 GB RAM, die Berechnung der Mittelwerte erfolgte mit jeweils zehn 
Zeitmessungen in jedem der vier Browser.
 
Material und Methoden 35  
3 Ergebnisse
Die  MIRU-VNTRplus Datenbank  wurde  als  Webanwendung  mit  HTML-Oberfläche 
realisiert. Sie ist im WWW erreichbar unter den Adressen http://www.miruplus.org, 
http://www.miruvntrplus.org  und  http://www.miru-vntrplus.org.  Die  Firma  Ridom 
[67] stellt den verwendeten Webserver zur Verfügung. Die Anwendung wurde mit der 
Java Technologie entwickelt, dabei wurden vor allem JavaServer Faces zusammen mit 
den RichFaces Komponenten eingesetzt.
3.1 Systemanforderungen
Die Abfrage der Datenbank kann mit jedem modernen Webbrowser erfolgen, Tabelle 5 
führt die wichtigsten Browser und ihre Kompatibilität auf. Datenspeicherung und Be-
rechnungen erfolgen auf dem Webserver, der Browser ist alleine für die Dateneingabe 
und die Präsentation der Ergebnisse verantwortlich.  Über eine Menüleiste,  eine Be-
fehlsleiste und Kontextmenüs können ähnlich wie in einer Desktopanwendung Befehle 
ausgewählt werden. Die AJAX-Technik wurde verwendet, um die Reaktionszeit der An-
wendung zu verringern. 
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3.2 Bereiche der Datenbank
Die  Datenbank  ist  in  drei  Bereiche  aufgeteilt:  Nomenklatur-Server,  Klassifizierung 
eigener  Isolate  und  Analyse.  In  Abbildung  11 sind  mögliche  Wege  in  der  MIRU-
VNTRplus Datenbank aufgeführt. Die Startseite ist der Ausgangspunkt aller möglichen 
Aktionen, die Rückkehr zur Startseite ist über das Menü immer möglich. Über die Be-
fehle der Startseite (siehe  Abbildung 12) können Isolate identifiziert  oder analysiert 
 
Abbildung 11: Wege in der MIRU-VNTRplus Datenbank. 
Browser Kompatibilität
Mozilla Firefox 2 keine Probleme
Microsoft Internet Explorer 7 keine Probleme
Microsoft Internet Explorer 6 wenige Darstellungsfehler
Opera 9 kein  Kontextmenü,  eingeschränkte  Funktionalität  bei  der 
Baumdarstellung
Apple Safari 3 keine Probleme
Netscape Navigator 8 [63] wenige Darstellungsfehler,  eingeschränkte  Funktionalität  bei 
der Baumdarstellung
Netscape Navigator 7.2 [63] wenige Darstellungsfehler,  eingeschränkte  Funktionalität  bei 
der Baumdarstellung
Tabelle 5: Browser-Kompatibilitätsliste.
Phylo-
genetischer
Baum
Nomenklatur
Klassifizierung
Analyse
Startseite
Phylo-
genetischer
Baum
Karten-
darstellung
Assistent
Assistent
Filter
Distanzmaße
VNTR Loki
Distanzmaße
VNTR Loki
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werden. Zwischen den Bereichen Klassifizierung und Analyse kann jederzeit gewechselt 
werden.  Über einen Menübefehl kann der Nomenklatur-Bereich aufgerufen werden. 
Assistenten ermöglichen die Eingabe von Isolaten oder das Hochladen von Isolaten in 
einer Datei. Im Folgenden werden solche Isolate als Benutzerisolate bezeichnet. 
Für jede Seite sind Hilfetexte vorhanden, die Bedienung wird darüber hinaus in inter-
aktiven  Tutorials  erläutert.  Weitere  Webseiten  enthalten  Hintergrundinformationen 
über MIRU-VNTR und Protokolle zur Durchführung der Typisierungsverfahren. 
3.3 Dateneingabe und Konfiguration
Vom  Benutzer  vorgenommene  Einstellungen  werden  in  einem  Browser-Cookie  ab-
gelegt. Dadurch bleiben die Einstellungen auch dann erhalten, wenn der Benutzer die 
Seite  später  erneut  besucht.  Die  eingegebenen  Benutzerisolate  werden  nach  einer 
Stunde Inaktivität vom Server entfernt. Aufgrund von Platzbeschränkungen können die 
Benutzerisolate nicht in einem Cookie gespeichert werden.
Darstellung der Isolate
Die Tabellendarstellung zeigt jedes Isolat in einer Zeile an, in Abbildung 13 ist ein Bei-
spiel abgebildet. Die Spalten enthalten die zum Isolat gehörigen Daten. Die ID eines 
Isolats wird immer angezeigt, die Anzeige der anderen Daten kann über die Anzeige-
optionen an- und abgeschaltet werden. Auf einer Seite können zwischen 30 und 200 
Isolate dargestellt werden.
 
Abbildung  12: Befehle der Startseite. Die orange hinterlegten Befehle können für die Klassi-
fizierung und Analyse von Benutzerisolaten zusammen mit den Referenzstämmen verwendet  
werden, die gelb hinterlegten Befehle zur Analyse der Benutzerisolate ohne Referenzstämme.
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MIRU-VNTR
Die Darstellung der MIRU-VNTR Daten kann entweder als Zahlen oder in CDC-Nota-
tion erfolgen.  Die  CDC-Notation wird verwendet,  um die  Kopienanzahlen für einen 
Lokus mit nur einem Zeichen angeben zu können: Kopienanzahlen größer als neun 
werden durch Buchstaben repräsentiert: a = 10, b = 11, c = 12, usw. Variante und dop-
pelte Allele werden mit „*“ angezeigt.
Um die  Kopienanzahlen  überschaubar  darzustellen,  sind sie  mit  verschieden hellen 
Blautönen hinterlegt. Je dunkler der Hintergrund gefärbt ist, desto größer ist die Ko-
pienanzahl.
Spoligomuster
Die Spoligomuster werden als 43 schwarz-weiße Rechtecke dargestellt. Ein schwarzes 
Rechteck steht für eine 1 (Spacer vorhanden), ein weißes Rechteck für eine 0 (Spacer 
nicht vorhanden). Unbekannte Werte werden durch ein graues Rechteck visualisiert.
LSPs
Die LSP-Daten werden als Kreise dargestellt. Durch einen weißen Kreis wird eine nicht 
vorhandene Region angezeigt, mit einem schwarzen Kreis eine Vorhandene. Eine Re-
gion  unerwarteter  Größe  wird  durch  einen  grauen  Kreis  dargestellt.  Bei  fehlenden 
Daten bleibt eine Lücke. Die Region pKS1-15 ist eine Ausnahme: Hier entspricht ein 
weißer Kreis einer 7bp-Deletion, ein Schwarzer keiner Deletion und ein grauer Kreis 
einer 6bp-Deletion.
 
Abbildung  13:  Beispiel  für  Tabellendarstellung  von  Isolaten.  Gezeigt  ist  die  Isolat-ID,  24  
MIRU-VNTR Loki, Spoligomuster und LSPs.
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Auswahl der MIRU-VNTR-Loki
Über Popup-Fenster können die verwendeten VNTR-Loki und deren Reihenfolge ange-
passt werden (siehe  Abbildung 14). Diese Einstellungen werden für die Dateneingabe 
und -anzeige übernommen.
Auswahl der Distanzmaße
Mit der Auswahl der Distanzmaße können gleichzeitig die für die Distanzberechnung 
verwendeten  Typisierungsdaten  eingestellt  werden.  Die  Distanzberechnung  erfolgt 
durch Kombination der gewichteten Distanzmaße für die einzelnen Typisierungsver-
fahren.  Tabelle 6 führt auf,  welche Distanzmaße mit welchen Daten benutzt werden 
können, Abbildung 15 zeigt das Formular für die Eingabe der Distanzmaße. 
 
Abbildung 14: Die Fenster für die Festlegung der VNTR-Loki und der VNTR-Reihenfolge.
Typisierungdaten Distanzmaße
MLVA Categorical, DC, (δμ)2, DSW
Spoligo Categorical, Jaccard
LSP Categorical
SNP Categorical
Antibiotikaempfindlichkeit Categorical
Tabelle 6: Distanzmaße für die jeweiligen Typisierungsarten.
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Dateneingabe
Benutzerdaten können entweder über eine Eingabemaske eingegeben werden, oder es 
können Tabellendateien hochgeladen werden. Über die Eingabemaske können Daten 
für einzelne Isolate  eingegeben werden,  eine  Datei  kann Daten für mehrere  Isolate 
beinhalten, es werden CSV- und MS Excel-Tabellen unterstützt. Jeder Benutzer kann 
bis zu 500 Benutzerisolate verwenden.
Nach dem Hochladen einer Datei muss eine Zuordnung der Spaltennamen der hochge-
ladenen Tabelle zu den von der Referenzdatenbank verwendeten Namen erfolgen. Die 
erste Zeile der importierten Tabelle muss die Spaltennamen enthalten. In einer Ein-
gabemaske können die Spaltennamen der Tabelle den Namen der Referenzdatenbank 
zugeordnet werden,  Abbildung 16 zeigt die hierfür verwendete Webseite.  Zuvor ver-
sucht die Anwendung eine automatische Zuordnung durchzuführen, welche diejenigen 
Spalten korrekt zuordnet,  deren Namen den Datenbanknamen entsprechen. Auf der 
Datenimport-Webseite  sind  Beispieltabellen  verfügbar,  bei  deren  Verwendung  die 
automatische Spaltenzuordnung alle Spalten korrekt erkennt.
Nach der Zuordnung können die Isolate aus der Datei als Benutzerisolate verwendet 
und ausgewertet werden. Eine einmal vorgenommene Spaltenzuordnung wird in einem 
Cookie im Browser des Benutzers gespeichert. Wird eine Tabelle mit identischen Spal-
tennamen erneut hochgeladen, muss die Zuordnung nicht noch einmal vorgenommen 
werden.
 
Abbildung 15: Auswahl der Distanzmaße. Für jedes Typisierungsverfahren kann ein Distanz-
maß  und  ein  Gewicht  angegeben  werden.  In  der  linken  Spalte  können  die  verwendeten 
Typisierungsverfahren ausgewählt werden.
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Assistenten
Zur Unterstützung von Benutzern bei der Eingabe der Daten und der benötigten Ein-
stellungen wurden Assistenten entworfen, die durch die Dateneingabe führen:
► Auswahl der verwendeten Typisierungsverfahren
► Eingabe der Isolatdaten bzw. Hochladen einer Datei und Zuordnung der Spalten
► Auswahl von Distanzmaßen
Je nach ausgewähltem Assistent wird dem Benutzer anschließend die Seite zur Klassifi-
zierung oder zur Analyse gezeigt.
3.4 Klassifizierung
Die Bestimmung von Spezies und Lineage der Benutzerisolate kann mit VNTR-Daten, 
Spoligomustern, Daten für LSPs, SNPs oder Antibiotikaempfindlichkeit erfolgen. Eine 
polyphasische Klassifizierung kann mit einer Kombination dieser Daten erfolgen. Die 
MIRU-VNTRplus Datenbank enthält zwei verschiedene Modi zur Klassifizierung von 
Benutzerisolaten: Durch Ähnlichkeitssuche und durch einen phylogenetischen Baum.
 
Abbildung 16: Zuordnung der Spalten des Tabellendokuments und der Datenbank.
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Klassifizierung durch Ähnlichkeitssuche
In diesem Klassifizierungsmodus werden die Benutzerisolate mit den Stämmen der Re-
ferenzdatenbank verglichen. Zu jedem Benutzerisolat werden in einer Tabelle die Refe-
renzstämme aus der Datenbank angezeigt, welche die geringste Distanz zu dem Benut-
zerisolat  aufweisen.  Die  Grundlage  für  die  Distanzberechnung  ist  das  ausgewählte 
Distanzmaß. 
Der Benutzer kann einstellen, wie viele Referenzstämme angezeigt werden sollen und 
bis zu welchem Schwellenwerte die Ähnlichkeitssuche durchgeführt werden soll.  Ein 
Schwellenwert von 0.17 ist voreingestellt, dies entspricht dem im Abschnitt  3.7 vorge-
schlagenen Wert für 24 MIRU-VNTR Loki.
Die in  Abbildung 17 gezeigten Tabellen können in verkürzter Form in ein Tabellen-
dokument  exportiert  werden.  Dieses  enthält  dann  nur  noch  die  Distanzen  sowie 
Spezies und Lineage der nächsten Referenzstämme. Auf einer Statistikseite können die 
Werte für die Clustering Rate (für VNTR und Spoligodaten) und Allelic Diversity (für 
 
Abbildung 17: Die Seite zur Klassifizierung der Benutzerisolate. Unterschiedliche Werte in den  
Benutzerisolaten und den Referenzstämmen sind rot hinterlegt.
Benutzerisolat
Referenzstämme
Referenzstamm minimaler
Distanz
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jeden VNTR-Lokus) der Benutzerisolate abgelesen werden, außerdem ist eine Über-
sicht über die identifizierten Lineages verfügbar.
Die Zuweisung von Spezies und Lineage kann automatisch erfolgen: Haben alle Re-
ferenzstämme mit  der  minimalen Distanz  die  gleiche  Spezies  und Lineage,  so  wird 
diese dem Benutzerisolat zugewiesen. 
Ergibt  die  Klassifizierung  durch  Ähnlichkeitssuche  für  ein  Isolat  kein  zufrieden-
stellendes Ergebnis, so kann die Klassifizierung durch einen phylogenetischen Baum 
Hinweise auf Spezies und Lineage geben.
Klassifizierung durch einen phylogenetischen Baum
Der zweite Klassifizierungsmodus ist die Verwendung eines phylogenetischen Baums. 
Aus den Benutzerisolaten und allen Referenzstämmen kann ein phylogenetischer Baum 
mit den UPGMA oder NJ-Verfahren erzeugt werden. Die inneren Knoten dieses Baums 
können mit der Maus angeklickt werden, es erscheint ein Kontextmenü, das die Vertei-
lung der Lineages in den Blättern unterhalb des Knotens anzeigt, wie in Abbildung 18 
zu sehen ist. Den Benutzerisolaten in den Blättern können Spezies und Lineage zuge-
ordnet werden. Dieses Verfahren arbeitet nicht automatisch, sondern setzt ein inter-
aktives Eingreifen des Benutzers voraus.
 
Abbildung  18: Klassifizierung mit  Hilfe  eines phylogenetischen Baums.  Die Benutzerisolate 
sind gelb hinterlegt. Nach dem Anklicken eines Knoten öffnet sich ein Kontextmenü.
Referenzstämme
Benutzerisolat
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3.5 Analyse
Die MIRU-VNTRplus Datenbank enthält ein Analysemodul, das speziell für VNTR und 
binäre Daten zugeschnitten ist. Mit diesem Modul können Benutzerdaten ausgewertet 
werden,  ohne  dass  zusätzliche  Software  notwendig  ist.  Abbildung  19 zeigt  einen 
Screenshot des Analyse-Moduls.
Ähnlich wie bei einer Desktop-Anwendung können Tabellenzeilen durch Klicken mit 
der Maus selektiert werden und mit der rechten Maustaste kann ein Kontextmenü auf-
gerufen werden.
Filter
Filter erlauben es, die Anzeige auf bestimmte Isolate zu beschränken. Über den Filter-
Dialog kann ferner auch ausgewählt  werden,  ob nur Benutzerisolate oder Benutzer-
isolate zusammen mit der Referenzdatenbank angezeigt werden.
 
Abbildung  19:  Die  Analyse-Webseite.  In der  Datentabelle  ist  der Referenzstamm 10470/01  
selektiert,  über  das  Kontextmenü  können  Befehle  für  den  selektierten  Stamm  ausgewählt  
werden.
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Alle Daten der Isolate können durch einen Filter überprüft werden, dabei stehen ver-
schiedene Prüfmethoden zur Verfügung, sie sind in  Tabelle 7 aufgeführt.  Groß- und 
Kleinschreibung wird nicht unterschieden. Die Filter können negiert werden, in diesem 
Fall werden nur Isolate angezeigt, für die der Filter nicht zutrifft.
Die  einfachen  Filter  können mit  geschachtelten  ODER-  bzw.  UND-Filtern  zu  kom-
plexen Filtern kombiniert werden. Die Eingabe der Filter erfolgt durch einen Filter-
baum, dessen Blätter die einfachen Filter und dessen innere Knoten die ODER bzw. 
UND-Filter repräsentieren, ein Beispiel ist in Abbildung 20 zu sehen.
Vergleichsisolat
Durch die Auswahl eines Vergleichsisolats können Isolate komfortabel verglichen wer-
den.  In der  Tabelle  werden dann für alle  Isolate  vom Vergleichsisolat  abweichende 
Daten mit roter Farbe hinterlegt, wie es in Abbildung 21 zu sehen ist. Mit dem ausge-
wählten  Distanzmaß  wird  die  Distanz  zwischen  dem  Vergleichsisolat  und  jedem 
 
Abbildung 20: Der Eingabebaum für den Filter (802 is "2" AND 960 is "2" AND 3690 is "2")  
OR (577 is "4" AND 2163b is "9" AND 2165 is "9").
Filter Prüft
is Prüft auf genaue Übereinstimmung.
contains Prüft, ob die Eigenschaft den Filtertext enthält.
starts with Prüft, ob die Eigenschaft mit dem Filtertext beginnt.
matches Prüft auf Übereinstimmung, wobei ? und * als Platzhalter für 
ein Zeichen / beliebig viele Zeichen verwendet werden können.
lower than Prüft numerische Werte auf kleiner.
greater than Prüft numerische Werte auf größer.
Tabelle 7: Verfügbare Filter.
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anderen  Isolat  berechnet.  Diese  Distanz  kann  als  Eigenschaft  für  Filter  und  zum 
Sortieren verwendet werden.
Phylogenetische Bäume
Auf der Seite ›Calculate Tree‹ (siehe Abbildung 22) können phylogenetische Bäume mit 
den  Verfahren  UPGMA  oder  NJ  berechnet  werden.  Die  Baumdarstellung  kann  als 
Dendrogramm oder als radialer Baum erfolgen. Der phylogenetische Baum wird für die 
in der Analysetabelle angezeigten Isolaten berechnet, durch Filter können also die im 
Baum enthaltenen Isolate eingeschränkt werden.
Die  Baumansicht  erlaubt  eine  interaktive  Bearbeitung  des  Baumes:  Nach  dem 
Anklicken eines Knotens kann dieser als neue Wurzel des Baums verwendet werden. 
Wird ein  innerer  Knoten angeklickt,  können die darunter liegenden Teilbäume ver-
tauscht werden, außerdem ist es möglich, die Isolate in einem Teilbaum mit einer Far-
be zu versehen.
Der Baum und die zugrunde liegende Distanzmatrix lassen sich exportieren, die ge-
nerierte Grafik kann als SVG-Vektorgrafik und als PNG-Rastergrafik heruntergeladen 
werden.
 
Abbildung 21: Vergleich mehrerer Isolate mit dem Vergleichsisolat in der ersten Zeile. Unter-
schiede in den VNTR-Kopienanzahlen sind rot hervorgehoben, die Spalte ganz links enthält die  
errechnete Distanz.
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Kartendarstellung
Das Land der Isolierung kann auf einer Weltkarte visualisiert werden, ein Screenshot 
ist in Abbildung 23 zu sehen. Es werden die in der Analysetabelle enthaltenen Isolate 
dargestellt,  sofern für sie ein Land der Isolierung angegeben ist.  Die Verteilung von 
Spezies oder Lineage wird durch Kreisdiagramme angezeigt, die Größe der Diagramme 
ist  proportional  zur  Anzahl  der  Isolate,  während  die  verschiedenen  Spezies  oder 
Lineages durch Farben veranschaulicht werden. Nach einem Mausklick auf ein Dia-
gramm öffnet sich ein Hinweisfenster mit Detailinformationen. 
 
Abbildung 23: Globale Verteilung von Spezies und Lineages.
Abbildung 22: Beispiel für die Baumansicht.
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3.6 Nomenklatur
MV15-9
Die Angabe von VNTR-Mustern für 24 Loki ist häufig unübersichtlich, sofern sie nicht 
in Tabellenform durchgeführt wird. Beispielsweise können die Kopienanzahlen für den 
Referenzstamm  mit  der  ID  10264/03  als  244125122234425113333632 (sortiert 
nach  Lokusposition)  oder  als  324215125113322424433263 (sortiert  nach  Lokus-
name) geschrieben werden. 
Damit die VNTR-Muster nicht immer als 24 Zahlen angegeben werden müssen, wurde 
basierend auf der Einteilung der 24 Loki in 15 hochdiskriminierende Loki und neun 
zusätzliche Loki  [39] ein Benennungsschema definiert.  Tabelle 8 führt die Verteilung 
der Loki auf.
Die mit ›MV15-9 Type‹ (MV für MIRU-VNTR) bezeichnete Benennung weist jeder voll-
ständigen Kombination der 15-Loki Untermenge und jeder vollständigen Kombination 
der 9-Loki Untermenge eine Nummer zu. Die Nummernkombination wird in der Form 
11-22 angegeben, die erste Zahl „11“ steht für die 15-Loki Untermenge, die zweite Zahl 
„22“ steht für die 9 zusätzlichen Loki. Der Referenzstamm 10264/03 ist z. B. vom Typ 
MV156-15 .
Nomenklaturdatenbank
Falls für ein Benutzerisolat VNTR Daten vorhanden sind, so wird versucht, dem Isolat 
automatisch eine existierende MV15-9 Nummer zuzuordnen. Ist noch keine Nummer 
für  die  Allelkombination  vorhanden,  kann  der  Benutzer  mit  dem  Befehl  ›Assign 
MV15-9 Types‹ eine neue MV15-9 Typnummer erzeugen lassen. Die Typnummern und 
die dazugehörigen Kopienanzahlen werden persistent in der Datenbank gespeichert, 
allerdings werden die Kopienanzahlen der MIRU-VNTR Loki für MV15 und MV9 in 
getrennten Tabellen und ohne weitere Informationen festgehalten, die von Benutzern 
 
15 diskriminierende 
Loki
424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955, 2163b, 2165, 2401, 2996, 
3192, 3690, 4052, 4156
9 zusätzliche Loki 154, 2059, 2347, 2461, 2531, 2687, 3007, 3171, 4348
Tabelle 8: Die 15 diskriminierende Loki und die 9 zusätzlichen Loki.
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verwendeten Isolate können also nicht aus den MV15- und MV9-Tabellen rekonstruiert 
werden. 
Spezielle  Seiten ermöglichen ein Abfrage der Nomenklaturdatenbank. Für eine oder 
mehrere  Typnummern können die  MIRU-VNTR Loki  angezeigt  werden  (Abbildung
24), und der Inhalt der Nomenklaturdatenbank kann als Tabelle ausgegeben werden. 
Der Export der angezeigten Tabellen ist als MS Excel- und CSV-Datei möglich.
SpolDB4
Wenn für ein Isolat Spoligodaten vorhanden sind, werden sie automatisch mit den Da-
ten aus der SpolDB4  [3] verglichen. Stimmen sie mit einem Eintrag in dieser Daten-
bank überein,  so wird dem Isolat  der  entsprechende SpolDB4 ST und die  SpolDB4 
Lineage zugeordnet. Die Datenbank SpolDB4 kann nicht über das Internet aktualisiert 
werden, deshalb werden für unbekannte Spoligomuster keine neuen ST-Nummern ver-
geben.
3.7 Schwellenwerte für die Klassifizierung durch 
Ähnlichkeitssuche
Eine Evaluation der Schwellenwerte  für die Klassifizierung durch Ähnlichkeitssuche 
wurde von Supply et al. durchgeführt (noch nicht veröffentlicht). Jeder Stamm der Re-
ferenzdatenbank wurde mit  allen Referenzstämmen in der  MIRU-VNTRplus Daten-
bank verglichen. Die besten Treffer waren dabei natürlich die Referenzstämme selbst, 
deshalb wurde ab dem zweitbesten Treffer ausgewertet.  Die Analyse erfolgte mit 24 
 
Abbildung 24: Nomenklatur Webseite.
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VNTR-Loki und dem Categorical-Distanzmaß, es wurde verglichen, ob die durch Klas-
sifizierung ermittelte Spezies und Lineage mit denen des untersuchten Referenzstamms 
übereinstimmten. Supply et al. schlagen einen Schwellenwert mit hoher Spezifität von 
0,17 vor (die Spezifität beträgt dann 100%, die Sensitivität 78,5%), und einen gelockerte 
Schwellenwert von 0,3 mit geringerer Spezifität von 97,8% aber höherer Sensitivität 
von 96,2%.
Bei 24 Loki und dem Categorical-Distanzmaß entspricht ein Wert von 0,167 vier unter-
schiedlichen Loki. Werden 15 Loki verwendet, so entspricht ein Schwellenwert von 0,2 
drei unterschiedlichen Loki. Bei einem Schwellenwert von 0,2 und 15 VNTR-Loki wer-
den also noch Referenzstämme aufgelistet, die an drei Loki Unterschiede zum Benut-
zerisolat aufweisen, bei einem Wert von 0,17 würden nur Referenzstämme mit maximal 
zwei Loki Unterschied aufgelistet. Die Schwellenwerte sollte deshalb für 15 Loki auf 0,2 
bzw. auf 0,4 gesetzt werden.
Für  15  Loki  MIRU-VNTR  Daten  wurden  diese  Schwellenwerte  analog  zu  dem  von 
Supply et al.  verwendeten Verfahren durch Vergleich der Datenbank mit sich selbst 
analysiert. Zusätzlich wurde überprüft, inwiefern diese Schwellenwerte zur Klassifizie-
rung  geeignet  sind,  wenn  zusätzlich  Spoligodaten  verwendet  werden.  Werden  nur 
Spoligodaten  und  das  Categorical-Distanzmaß  zur  Klassifizierung  verwendet,  dann 
wird ein strikter  Schwellenwert  von 0,05 vorgeschlagen,  dies entspricht  zwei  unter-
schiedlichen Spacern. Als gelockerter Schwellenwert wird 0,1 vorgeschlagen.
Die vorgeschlagenen Schwellenwerte sind in Tabelle 9 aufgelistet, in Abbildung 25 sind 
Diagramme für Sensitivität und Spezifität der jeweiligen Daten abgebildet. Die Schwel-
lenwerte für 15 und 24 Loki können auch verwendet werden, wenn MIRU-VNTR und 
Spoligodaten zusammen als Datengrundlage verwendet werden.
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 Abbildung 25: Übersicht über Spezifität und Sensitivität für den Vergleich der Datenbank mit sich selbst und ver-
schiedene Distanzmaße. Verwendet wurde das Categorical Distanzmaß für 15 bzw. 24 MIRU-VNTR Loki und 
Spoligodaten. Wurden MIRU-VNTR und Spoligodaten gemeinsam verwendet, so war die Gewichtung für MIRU-
VNTR und Spoligodaten jeweils 1. Die grünen Linien entsprechen den Schwellenwerten aus Tabelle 9.
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Evaluation mit externen Daten
Zur Bewertung der ermittelten Schwellenwerte wurde eine Teilmenge der Daten aus 
[39] verwendet. Von den ursprünglichen 494 Isolaten konnten nur 213 verwendet wer-
den,  für  die  restlichen  Isolate  waren  entweder  keine  VNTR-Daten  oder  Lineage-
informationen  verfügbar,  oder  es  handelte  sich  um  Stämme,  die  sich  auch  in  der 
MIRU-VNTRplus Referenzdatenbank befinden. Von diesen 213 Isolaten wurden wei-
tere 27 vom Vergleich ausgeschlossen, da ihre Lineages nicht in der Referenzdatenbank 
enthalten sind (3x M. bovis BCG, 2x M. microti, 2x M. bovis oryx, 13x M. tuberculosis 
T1, 6x M. tuberculosis T2 und 1x  M. tuberculosis T3).  Tabelle 10 zeigt eine Übersicht 
über die Verteilung von Spezies und Lineages für die verbleibenden 186 Isolate.
 
Anzahl Spezies Lineage
50 M. tuberculosis Beijing
3 M. tuberculosis Dehli/CAS 
25 M. tuberculosis EAI
2 M. tuberculosis H37Rv
26 M. tuberculosis Haarlem
42 M. tuberculosis LAM
6 M. tuberculosis S
8 M. tuberculosis Uganda
12 M. tuberculosis X
3 M. pinnipedii Seal
6 M. bovis Bovis
1 M. africanum West African 1
2 M. africanum West African 2
Tabelle 10: Extern bestimmte Spezies und Lineage der 186 Isolate aus [39].
Distanzmaß Daten strikter 
Schwellenwert
gelockerter 
Schwellenwert
Categorical MIRU-VNTR 15 Loki 0,2 0,4
Categorical MIRU-VNTR 15 Loki & Spoligo, 1:1 0,2 0,4
Categorical MIRU-VNTR 24 Loki 0,17 0,3
Categorical MIRU-VNTR 24 Loki & Spoligo, 1:1 0,17 0,3
Categorical Spoligo 0,05 0,1
Tabelle 9: Vorgeschlagene Schwellenwerte für verschiedene Arten von Daten. Mit dem strikten  
Schwellenwert gibt es kaum falsche Treffer bei geringerer Sensitivität, mit dem gelockerten 
Schwellenwert wird eine größere Anzahl von Isolaten klassifiziert, die Anzahl der falsch zuge-
ordneten Isolate nimmt allerdings zu.
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Die 186 Isolate wurden mit der MIRU-VNTRplus Datenbank durch Ähnlichkeitssuche 
klassifiziert,  jeweils  basierend auf  15  und 24 MIRU-VNTR Loki.  In den Daten sind 
keine Spoligomuster für die Isolate enthalten, deshalb konnten die Schwellenwerte bei 
Beteiligung von Spoligomustern nicht bewertet werden. Die Werte für Sensitivität und 
Spezifität mit den vorgeschlagenen Schwellenwerten sind in Tabelle 11 eingetragen. 
Obwohl die Spezifität für die Schwellenwerte 0,4 bzw. 0,3 deutlich unter den Werten 
aus dem Vergleich der Referenzdatenbank mit sich selbst liegt, sind die Spezifitätswerte 
für 15 und 24 Loki einander ähnlich, für 15 Loki können die Schwellenwerte von 0,2 
bzw. 0,4 somit bestätigt werden.
3.8 Seitenaufbau und AJAX
Die Verwendung von AJAX-Komponenten bringt einen erheblichen Geschwindigkeits-
vorteil  bei  kleinen  Änderungen  in  der  Webseite.  Zum  Anzeigen  der  Seite  ›Browse 
Database‹ benötigt ein Browser im Mittel 685ms bzw. 1280ms für 30 bzw. 100 Isolate 
in der Tabelle. Soll ein Filter hinzugefügt werden, muss ohne Einsatz von AJAX die 
ganze Seite neu geladen werden. Durch Verwendung von AJAX kann nur der Bereich 
für die Filtereingabe neu aufgebaut werden, dies benötigt durchschnittlich 230ms und 
ist somit 3 bzw. 5,5-fach so schnell wie das komplette Neuladen der Seite mit 30 bzw. 
100 Isolaten (im Mittel 685ms bzw. 1117ms) in der Tabelle.
 
Distanzmaß Daten Schwellenwert Senstitivät Spezifität
Categorical MIRU-VNTR 15 Loki 0,2 55,4 99,5%
0,4 94,9% 90,9%
Categorical MIRU-VNTR 24 Loki 0,17 53,2% 99%
0,3 96,7% 91,9%
Tabelle  11:  Sensitivität  und  Spezifität  bei  der  Klassifizierung  des  externen  Datensatzes.  
Spoligodaten waren für diesen Datensatz nicht  verfügbar,  deshalb wurden nur die MIRU-
VNTR Kopienanzahlen für 15 bzw. 24 Loki ausgewertet.
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Soll  die  komplette  Tabelle  erneuert  werden,  so  ist  die  Verwendung  von  AJAX  im 
Durchschnitt ebenfalls schneller als der Neuaufbau der Seite. Im Mittel benötigt das 
Neuerstellen der Analysetabelle mit AJAX für 30 Isolate 685ms und für 100 Isolate 
1280ms. Der Geschwindigkeitsgewinn beträgt also bei 30 Isolaten im Mittel etwa ¼ 
und bei 100 Isolaten noch mehr als 1/10. Lediglich beim Safari-Browser ist das Neuladen 
einer Seite geringfügig schneller als der Tabellenneuaufbau mit AJAX.  Abbildung 26 
zeigt die Zeiten für den Seitenaufbau mit und ohne AJAX für verschiedene Browser.
 
Abbildung  26: Boxplot des Zeitbedarfs in Millisekunden für das Neuladen der Analyseseite  
ohne AJAX und einer Erneuerung der Analysetabelle durch AJAX (jeweils 10 mal). Der Seiten-
aufbau ohne AJAX ist jeweils rot eingefärbt, das Neuladen mit AJAX in blau. Grüne Kästchen  
markieren Ausreißer, dunkelgrüne Kreuze extreme Ausreißer.
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4 Diskussion
Bei MIRU-VNTRplus handelt es sich um eine Referenzdatenbank, die speziell zur Klas-
sifizierung von MTBC-Isolaten entwickelt wurde. Sie enthält Daten für 187 repräsen-
tative Stämme aus dem MTBC, deren Genotyp mit verschiedenen modernen Typisie-
rungsverfahren charakterisiert wurde, somit ist eine korrekte Zuordnung der Spezies 
und Lineages sichergestellt  [3][13][14][28]. Vergleiche zwischen Isolaten können mit 
den Daten verschiedener Typisierungsverfahren oder polyphasisch durch Kombination 
von Daten mehrerer Verfahren erfolgen.
Im Internet sind weitere öffentliche Datenbanken zur Genotyp-Analyse verfügbar, die 
in ihrer Funktionen MIRU-VNTRplus ähneln. Für die Spezies des MTBC kann mit den 
Datenbanken SITVIT, Mbovis.org, MLVA Web-Service und MLVA.eu eine Klassifizie-
rung basierend auf Spoligomustern oder MIRU-VNTR Daten erfolgen. Für andere Bak-
terienspezies existieren ebenfalls Datenbanken für MLVA Genotypisierungsdaten. Eine 
solche  Datenbank  ist  MLVA-NET,  es  handelt  sich  dabei  um  eine  Datenbank  für 
Salmonella enterica. 
Im Folgenden werden fünf Dienste vorgestellt und deren besondere Eigenschaften im 
Vergleich zu MIRU-VNTRplus erläutert.
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SITVIT
Betreiber: Institut Pasteur de la Guadeloupe
Spezies: MTBC
Daten: Spoligomuster, 12 MIRU Loki, Land und Stadt der Isolierung, Anzahl Isolate
URL: http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/
Die SITVIT-Datenbank enthält 39609 Isolate aus 121 Ländern. Sie beinhaltet die Daten 
der SpolDB4-Datenbank, die SpolDB4-Lineage  [3] ist allerdings nicht enthalten. Die 
Isolate wurden ohne Qualitätskontrolle nach Einsendung der Daten in die Datenbank 
eingefügt, Analyseergebnisse müssen deshalb kritisch hinterfragt werden.
Obwohl auf der Webseite angegeben ist, dass die Datenbank auch Daten für 12 MIRU-
Loki enthält, sind keine Datensätze mit VNTR-Daten vorhanden. Die SITVIT-Daten-
bank ordnet jedem Spoligomuster einen ›Spoligo Shared Type‹ (SIT) und jeder Kombi-
nation von VNTR-Kopienanzahlen einen ›VNTR-MIRU Type‹ (VIT) zu. Zu einem SIT 
können  alle  Isolate  mit  diesem  Spoligomuster  angezeigt  werden,  und  eine  Karten-
darstellung der Verbreitung dieser Isolate kann generiert werden. Darüber hinaus er-
laubt eine spezielle Seite die Umrechnung von binären und oktalen Spoligodaten. Wei-
tere Analysemethoden sind nicht vorhanden, ebenso wenig ist ein Batchmodus vorhan-
den. Abbildung 27 zeigt einen Screenshot der SITVIT-Datenbank.
 
Abbildung 27: Screenshot der SITVIT-Datenbank.
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Mbovis.org
Betreiber: University of Sussex, Noel Smith and Rainer Hilscher
Spezies: M. bovis
Daten: Spoligomuster, Bemerkungen, Land der Isolierung, Institution, Publikationen
URL: http://www.mbovis.org/
Die Datenbank Mbovis.org (Screenshot in Abbildung 28) enthält 840 M. bovis Spoligo-
muster. Jedem Spoligomuster wird eine Kennzahl der Art SBXXXX zugewiesen. Die 
Datenbank erlaubt die Anzeige der Kennzahl für ein Spoligomuster (falls dieses Muster 
in der Datenbank bekannt ist) und weiterer Informationen, darunter auch die Publika-
tionen, in denen ein Muster vorkommt. Ein Batchmodus zur Abfrage mehrerer Muster 
ist vorhanden. Erweiterte Analysemöglichkeiten sind nicht integriert.
MLVA Web-Service
Betreiber: Institut de Génétique et Microbiologie, L'Université Paris-Sud 11 
Spezies: u. a. MTBC
Daten: MTBC: 22 VNTR Loki
URL: http://bacterial-genotyping.igmors.u-psud.fr/
 
Abbildung 28: Screenshot der Mbovis.org Webseite.
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Diese Datenbank enthält MLVA-Daten für mehrere Bakterienspezies, darunter Bacillus 
anthracis, M. tuberculosis und andere. Abbildung 29 zeigt einen Screenshot.
Für den MTBC werden 22 VNTR Loki verwendet: ETRA, ETRB, ETRC, ETRD, ETRE, 
MIRU02,  MIRU10,  MIRU16,  MIRU23,  MIRU26,  MIRU27,  MIRU39,  MIRU40, 
Mtub01,  Mtub02, Mtub12, Mtub21, Mtub29, Mtub30, Mtub38, Mtub39 und Qub11a 
(Mtub01, Mtub02, Mtub12, Mtub38 und Qub11a sind nicht im 24 Loki Set aus [39] und 
MIRU-VNTRplus enthalten). Die Datenbank enthält ausschließlich Daten aus [10] und 
[24]. Für jede Anfrage werden die besten Treffer der Datenbank angezeigt,  und ein 
Dendrogramm kann abgerufen werden.  Das verwendete  Distanzmaß sowie  die  zum 
Aufbau des  phylogenetischen Baums  verwendete  Methode  sind  allerdings  nicht  be-
schrieben. Ein Batchmodus ist nicht vorhanden.
Eine neue, noch unfertige Version der Datenbank ist unter http://mlva.u-psud.fr/ ver-
fügbar. Diese Version erlaubt es Benutzern, ihre eigenen Daten in der Datenbank zu 
verwenden, bietet aber sonst keine zusätzliche Funktionalität.
MLVA-NET - Institut Pasteur MLVA database
Betreiber: Institut Pasteur
Spezies: Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium
Daten: MLVA-Daten
URL: http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlva/
 
Abbildung 29: Screenshot der M. tuberculosis Seite des MLVA Web Service.
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Die MLVA-NET Datenbank (Abbildung 30) enthält Isolate und Profile für Salmonella 
enterica MLVA-Daten. Die Datenbank ist ähnlich wie eine MLST-Datenbank in eine 
Isolat- und eine Musterdatenbank aufgeteilt. Registrierte Benutzer können eigene Da-
ten eingeben und verwenden.
Eine Abfrage der Datenbank liefert die Daten für die besten Treffer bis zu einem spezi-
fizierbaren Schwellenwert  zurück.  Erweiterte Funktionen sind nicht  integriert,  diese 
sollen  jedoch  bei  zukünftigen  Versionen  hinzugefügt  werden.  Die  MLVA-NET 
Datenbank  arbeitet  direkt  mit  den  Größen  der  PCR-Produkte  und rechnet  diese  in 
Kopienanzahlen um. 
MLVA.eu
Betreiber: Groupe d'Etudes en Biologie Prospective 
Spezies: S. aureus, S. pneumoniae, P. aeruginosa und M. tuberculosis 
Daten: für M. tuberculosis offenbar 17 VNTR-Loci, aber ohne genaure Angaben
URL: http://mlva.eu/
Die MLVA.eu Datenbank (Screenshot in Abbildung 31) befindet sich noch in der Ent-
wicklungsphase. Die Datenbankabfrage vergleicht eingegebene Daten mit den Daten-
bankstämmen,  als  Ergebnis  werden Stämme mit  einer einstellbaren Anzahl gleicher 
VNTR-Kopienanzahlen angezeigt. Informationen über Spezies oder Lineage der Daten-
bankstämme sind nicht verfügbar. Phylogenetische Bäume können als PDF-Dateien ex-
portiert  werden, eine Kartendarstellung ist  vorhanden, genauso wie eine ›Minimum 
 
Abbildung 30: Screenshot der MLVA-NET Webseite.
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Spanning Tree‹ (MST) Darstellung. Die Umsetzung der Funktionen ist unvollständig 
und die Webseite bietet keine Informationen über die verwendeten Verfahren. Zudem 
sind für M. tuberculosis keine Informationen über die verwendeten VNTR-Loki verfüg-
bar, die Webseiten für zusätzliche Informationen sind noch leer. Aus diesen Gründen 
kann die Datenbank noch nicht sinnvoll eingesetzt werden.
Die beschriebenen Datenbanken weisen alle die gleiche Grundfunktionalität auf: Geno-
typisierungsdaten (VNTR oder Spoligo) können mit dem Datenbankinhalt verglichen 
werden, daraufhin werden in der Datenbank vorhandene gleiche oder ähnliche Stämme 
bzw. Muster angezeigt. Die Spoligo-Datenbanken (SITVIT und Mbovis.org) zeigen nur 
Isolate mit exakt passenden Spoligomustern an, die VNTR-Datenbanken finden auch 
Isolate mit Abweichungen an einigen Loki. Die ermittelten Datenbankeinträgen geben 
aber nicht in jedem Fall Hinweise auf Spezies oder Lineage des untersuchten Isolats, da 
nur die Datenbank MLVA Web-Service Speziesangaben enthält.
Die fünf vorgestellten Datenbanken enthalten nur Daten für je ein Typisierungsver-
fahren, im Gegensatz zur MIRU-VNTRplus Referenzdatenbank, die Daten für mehrere 
Verfahren beinhaltet und eine polyphasische Abfrage mit kombinierten Daten verschie-
dener Verfahren erlaubt.  Die verwendeten Verfahren können gewichtet  werden und 
somit in unterschiedlichem Umfang zur Analyse beitragen.
 
Abbildung 31: Screenshot der MLVA.eu Seite.
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Ein Batchmodus  zur  Eingabe von Daten für  mehrere  Isolate  ist  nur  in  den  Daten-
banken Mbovis.org und MLVA-NET enthalten. Die Eingabe erfolgt über ein Textfeld, 
Dateien eines Tabellenkalkulationsprogramms können nicht direkt verwendet werden. 
Über Copy und Paste können Daten aus einer Tabellenkalkulation übernommen wer-
den,  eine  gemeinsame  Analyse  mehrerer  Isolate  ist  aber  nicht  möglich.  MIRU-
VNTRplus erlaubt hingegen den Import von Daten für mehrere Isolate durch Copy und 
Paste oder durch das Hochladen einer Datei.  Es können bis zu 500 Benutzerisolate 
gemeinsam analysiert werden.
Nur  zwei  der  untersuchten  Datenbanken,  MLVA  Web-Service  und  MLVA.eu  er-
möglichen eine weitere Analyse der besten Treffer durch phylogenetische Bäume. Aller-
dings können weder das verwendeten Distanzmaß noch das verwendeten Clustering-
verfahren  ausgewählt  werden.  In  der  MIRU-VNTRplus Datenbank  können  solche 
Bäume direkt erzeugt und angezeigt werden, darüber hinaus gibt es einen Modus zur 
Klassifizierung  von  Benutzerisolaten  basierend  auf  deren  Position  in  einem  phylo-
genetischen  Baum.  Im Gegensatz  zu  den  generierten  Grafiken  anderer  Webanwen-
dungen können die entstandenen Bäume interaktiv bearbeitet  werden,  etwa um die 
Auswirkungen  verschiedener  Distanzmaße  oder  unterschiedlicher  Typisierungsver-
fahren zu visualisieren.  Ein Export  der Grafiken,  der  Bäume und der zugrunde lie-
genden Distanzmatrix ist in verschiedenen Formaten möglich.
MIRU-VNTRplus vereint  eine  Datenbank  zu  polyphasischen  Klassifizierung  von 
MTBC-Isolaten mit einer Webanwendung zur Analyse von VNTR-, Spoligo-, LSP- und 
SNP-Daten und einer Nomenklaturdatenbank. Die Datenbank übertrifft den Leistungs-
umfang vergleichbarer anderer Datenbanken und kann durchaus als Ersatz für kom-
merzielle  Analysesoftware  verwendet  werden.  Sie  bietet  eine  Reihe  von  neuen 
Funktionen, die zur Analyse von MTBC Genotypisierungsdaten noch nicht existieren.
Der Einsatz der Java Technologie in Verbindung mit  JSF und AJAX ermöglicht die 
Umsetzung einer komplexen Benutzeroberfläche, die ein zügiges Arbeiten erlaubt. Der 
Benutzer kann mit Menüs und Werkzeugleisten ähnlich wie mit einer Desktop-Anwen-
dung arbeiten. Für alle Funktionen stehen Hilfetexte zur Verfügung und animierte Tu-
torials helfen beim Einstieg.
 
Diskussion 62  
Die Bestimmung von Spezies und Lineage erfolgt durch einen Vergleich mit Referenz-
stämmen,  dabei  können Daten  verschiedener  Typisierungsverfahren  verwendet  und 
kombiniert  werden.  Es  gibt  zwei  verschiedene  Modi  zur  Klassifizierung  von Benut-
zerisolaten:  Durch  Ähnlichkeitssuche oder  durch  Gruppierung  in  einem  phylogene-
tischen Baum. Die Leistungsfähigkeit der Datenbank wird in einem eigenen Artikel be-
schrieben (Supply et al., in Vorbereitung), dort wird auch eine Strategie zur optimalen 
Analyse vorgeschlagen: Zunächst sollte ein Vergleich durch Ähnlichkeitssuche erfolgen, 
diejenigen Isolate,  welche durch dieses Verfahren nicht  klassifiziert  werden, können 
mit einen phylogenetischen Baum weiter untersucht werden.
Für die Klassifizierung durch Ähnlichkeitssuche konnte gezeigt werden, dass bei Ver-
wendung von 24 MIRU-VNTR Loki und dem Categorical-Distanzmaß ein Schwellen-
wert von 0,17 gute Ergebnisse liefert und die meisten Isolate korrekt klassifiziert wer-
den können. Für 15 MIRU-VNTR Loki wird ein Schwellenwert von 0,2 vorgeschlagen, 
wenn die Klassifizierung nur auf Spoligodaten basiert, ein Wert von 0,05. Eine weitere 
Evaluation  der  Klassifizierung durch  442 Isolate  mit  bekannter  Lineage  ist  in  Vor-
bereitung.
Zur Vereinfachung der Kommunikation wurde die MV15-9 Nomenklatur eingeführt. 
Sie weist jeder VNTR-Kopienanzahlenkombination zwei Nummern zu, die erste Num-
mer für die 15 diskriminerensten Loki, die zweite Nummer für die 9 zusätzlichen Loki 
[39]. Die Datenbank ordnet Benutzerisolaten automatisch existierende MV15-9 Num-
mern  zu  und  erlaubt  die  einfache  Aufnahme  neuer  Muster  in  die  Nomenklatur-
datenbank.
Die  MIRU-VNTRplus Datenbank  bietet  einen  großen  Funktionsumfang,  durch  zu-
künftige Erweiterungen könnten darüber hinaus noch folgende sinnvolle Funktionen 
hinzugefügt werden:
Bootstrapping: Mit  dem  Bootstrapping-Verfahren  kann  die  Stabilität  eines  phylo-
genetischen Baums ermittelt werden. Die Eingabedaten werden dazu nach bestimmten 
Regeln zufällig modifiziert, ein neuer Baum wird aus den modifizierten Eingabedaten 
 
Diskussion 63  
berechnet und es  wird überprüft,  ob die  durch den ursprünglichen Baum beschrie-
benen Gruppierungen auch in dem neu errechneten Baum vorhanden sind. 
Minimum Spanning Tree:  Für einen Graphen ist ein MST ein Teilbaum, der mit der 
kleinstmöglichen Kostensumme der Kanten alle Knoten des Graphs miteinander ver-
bindet. Für die Analyse von Isolaten besteht der Graph aus den Genotypen als Knoten 
und Kanten zwischen allen möglichen Genotypen, mit deren Distanz als Kosten. Der 
MST  beschreibt  in  diesem  Zusammenhang  eine  mögliche  Evolutionslinie  für  die 
Genotypen.
Erweiterung  der  Datenbank:  Die  MIRU-VNTRplus Datenbank  ist  eine  Referenz-
datenbank. Benutzer können zwar auch eigene Isolate ohne die Referenzstämme ana-
lysieren, die Anzahl der Benutzerisolate ist  jedoch auf 500 begrenzt und die Isolate 
werden nach dem Ende der Benutzersession gelöscht. Eine Erweiterung der Anwen-
dung wäre auf mehrere Arten möglich:
► Das Hinzufügen weiterer Referenzdatensätzen wäre mit geringem Aufwand mög-
lich. Über einen Filter könnte der Benutzer auswählen, welche Datensätze er zum 
Vergleich heranzieht. Ein Kurator könnte über eine Administatoroberfläche die Re-
ferenzdatensätze  verwalten.  Bis  zu  einer  Größe  von  wenigen  tausend  Referenz-
stämmen könnte die Datenspeicherung im Hauptspeicher des Servers beibehalten 
werden.
► Sollen größere Mengen an Referenzstämmen in die Datenbank mit aufgenommen 
werden, so müsste die Struktur geändert werden. Die Integration eines Datenbank-
systems zur Speicherung der Stämme wäre in diesem Fall notwendig. Ein solches 
System würde u.  a.  eine  Modifikation der  Ähnlichkeitssuche und der Filter  not-
wendig machen.
► Die aufwändigste Erweiterung wäre ein System, das eine persistente Speicherung 
von Benutzerisolaten erlaubt. In diesem Fall müsste eine Benutzer- und Rechtever-
waltung implementiert werden,  zudem würde ein im vorherigen Punkt beschrie-
benes Datenbanksystem benötigt.
Anwendung für andere Spezies: MLVA wird außer zur Typisierung des MTBC auch für 
eine Vielzahl weiterer Spezies verwendet  [46]. Einige der existierenden Datenbanken, 
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etwa der MLVA Web-Service, enthalten Daten für verschiedene Spezies. Die Referenz-
datenbank  MIRU-VNTRplus wurde  zunächst  nicht  mit  dem Ziel  entwickelt,  andere 
Spezies außer denen des MTBC zu unterstützen. Eine Weiterentwicklung in Richtung 
weiterer Spezies ist aber möglich. Die Datentypen VNTR, LSP, SNP und Antibiotika-
empfindlichkeit könnten an andere Spezies angepasst werden, so dass auch für diese 
eine benutzerfreundliche Referenzdatenbank mit der Fähigkeit zur polyphasischen Ab-
frage durch verschiedene Genotypisierungsdaten aufgebaut werden könnte.
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Abkürzungsverzeichnis
AJAX Asynchronous JavaScript and XML
BCG Bacille Calmette-Guérin
DLV Double Locus Variant
DR Direct Repeat
HTML Hypertext Markup Language
HTTP Hypertext Transfer Protocol
IAM Infinite Allele Model
IS Insertion Sequence
JRE Java Runtime Environment
JSF JavaServer Faces
JSP JavaServer Pages
LSP Large Sequence Polymorphisms
MDR Multi Drug Resistant
MIRU Mycobacterial Interspersed Repetitive Units
MLST Multi Locus Sequence Typing
MLVA Multi Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis
MST Minimum Spanning Tree
MTBC Mycobacterium tuberculosis complex
MV MIRU-VNTR
NJ Neighbor Joining
RD Regions of Difference
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
SIT Spoligo Shared Type
SLV Single Locus Variant
SMM Stepwise Mutation Model
SNP Single Nucleotide Polymorphism
Spoligotyping Spacer Oligonucleotide Typing
ST Sequence Type
SQL Structured Query Language
TLV Triple Locus Variants
UPGMA Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages
VIT VNTR-MIRU Type
VNTR Variable Number Tandem Repeats
WTP Web Tools Platform
WWW World Wide Web
XDR Extended Drug Resistant
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Anhang - Weitere im Verlauf der 
Promotion bearbeitete Projekte
BURP
Staphylococcus aureus ist ein bedeutender Erreger von nosokomialen Infektionen. Zur 
Typisierung von S. aureus ist die Sequenzierung der Repeatregion des Protein A (spa) 
eine etablierte Methode [A10]. Die spa-Region besteht aus einer variablen Anzahl von 
21-27bp langen Repeats  mit  unterschiedlichen Sequenzen.  Durch die  Abfolge  dieser 
Repeats wird ein  spa-Typ definiert [A5].  Spa-Typisierung kann schnell durchgeführt 
werden, ist diskriminierend und weist eine hohe Reproduzierbarkeit auf [A1]. Die Ana-
lyse der Sequenzen der spa-Repeats kann mit einem beliebigen Alignment-Programm 
erfolgen, etwa ClustalW [A13], dieses berücksichtigt jedoch nicht Ereignisse, die durch 
Slipped-Strand Mispairing [A14] entstehen.
Unter Verwendung des ›Excision and Duplication of  Repeats,  and Substitution and 
Indels of Bases‹ (EDSI) Alignments [A9] wurde der Gruppierungsalgorithmus ›Based 
Upon Repeat Patterns‹ (BURP) entwickelt. Das EDSI Verfahren erweitert ein paarwei-
ses Alignment um Excision- und Duplication-Ereignisse und bildet somit die Auswir-
kungen von Kopierfehlern besser nach.
Anhang I  
Die Laufzeit  des  EDSI-Alignments  liegt  in der  Größenordnung O(2n).  Aufgrund der 
kurzen Eingabelänge der Repeatsequenzen ist die Berechnung eines paarweisen Align-
ments  in  kurzer  Zeit  möglich,  die  Berechnung  der  vielen  Alignments,  die  zur 
Gruppierung nötig sind, dauert aber zu lange um praktikabel verwendet zu werden.
In Zusammenarbeit mit der Firma Ridom GmbH, Würzburg, Deutschland wurde der 
BURP-Algorithmus in  das  Programm  Ridom StaphType 1.4  (April  2006)  [A5]  inte-
griert.  Berechnete  spa-Repeat  Alignments  werden  auf  dem Benutzerrechner  gespei-
chert und können bei Bedarf nachgeladen werden. Dies führt zu einem erheblichen Ge-
schwindigkeitsgewinn,  da Alignments  so  nicht  mehrfach berechnet  werden müssen. 
Die Software gleicht bekannte spa-Typen mit einem Server ab [A19], dieser berechnet 
die Alignments für neue Typen und verteilt sie an andere Clients. Am 8. Januar 2008 
enthielt  der  Server Daten für  3353 spa-Typen und 205 unterschiedliche Repeat-Se-
quenzen.
Die  aus  den  EDSI-Alignments  ermittelten  Distanzen  bilden  die  Grundlage  für  die 
BURP-Gruppierung. Für den Gruppierungsalgorithmus müssen zwei Parameter x und 
y angegeben werden: 
► spa-Typen mit einer Repeatanzahl <  x werden von der Gruppierung ausgeschlos-
sen, da die kurzen spa-Typen keine Informationen für die Gruppierung enthalten. 
► spa-Typen werden in einer Gruppe zusammengefasst, wenn die Distanz ≤ y ist. 
// Initialisierung
for each spa-Typ a
erzeuge Gruppe A, die nur a als Element enthält, füge 
sie zur Gruppenliste hinzu.
// Iteration
while (es gibt Gruppen A und B in der Gruppenliste, so dass die
 Distanz eines spa-Typ i aus A und eines spa-Typ j aus B 
<= y ist){
vereinige A und B zur Gruppe C
lösche A und B aus der Gruppenliste
füge C zur Gruppenliste hinzu
}
Quelltext A1: Pseudocode des BURP-Gruppierungsalgorithmus.
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In Quelltext A1 ist der Gruppierungsalgorithmus in Pseudocode beschrieben.
Die  Struktur  einer  Gruppe  kann  graphisch  mit  einem  MST  visualisiert  werden, 
Abbildung A1 zeigt einen Screenshot eines MST in der Software Ridom StaphType.
In [A7] wurden die Werte für die Parameter  x und  y durch Vergleich von BURP und 
eBURST-Gruppierungen [A3] für 400 S. aureus Stämme mit verschiedenen spa-Typen 
ermittelt. Für den Parameter x („spa-Typen mit einer Repeatanzahl < x werden von der 
Gruppierung ausgeschlossen“) wurde ein Wert von 5 vorgeschlagen, und für den Para-
meter y („spa-Typen werden in einer Gruppe zusammengefasst, wenn die Distanz ≤ y 
ist“) der Wert  4.  Mit diesen Werten für die Parameter wurde eine Konkordanz von 
96,2% für den Vergleich der BURP-Gruppen mit den eBURST-Gruppen erzielt. Dabei 
wurden 31 (7,8%) spa-Typen aufgrund ihrer Länge von der Analyse ausgeschlossen.
Mit dem BURP-Algorithmus ist ein Gruppierungsverfahren verfügbar, welches durch 
Slipped-Strand Mispairing entstandene Mutationsereignisse berücksichtigt. Durch das 
Abspeichern bereits bekannter Alignments konnte der Zeitbedarf für die Gruppierung 
stark  reduziert  werden.  Das  BURP  Gruppierungsverfahren  kann  dadurch  auch  für 
große Datensätze verwendet werden. 
Ein weiterer Vergleich der Gruppierungen von spa-Typen durch BURP und MLST STs 
durch eBURST zeigt für eine natürlich S. aureus Population eine hohe Konkordanz von 
96,5% zwischen beiden Verfahren (Mellmann et al., in Revision). Somit wurde bestä-
tigt, dass das BURP-Gruppierungsverfahren den Zusammenhang zwischen spa-Typen 
übereinstimmend mit Gruppierungen anderer Typisierungsverfahren erklären kann.
Abbildung A1: Beispiel für die Minimum-Spanning Tree Darstellung einer BURP-Gruppe in  
der Software Ridom StaphType.
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EpiCompare
Typisierung hat viele verschiedene Anwendungen in der Epidemiologie. Diese beinhal-
ten  u.  a.  die  Überwachung  von  Infektionskrankheiten  und  die  Kontrolle  von  Aus-
brüchen. Oft können verschiedene Typisierungsverfahren verwendet werden, zum Ver-
gleich  der  Leistungsfähigkeit  unterschiedlicher  Verfahren  gibt  es  verschiedene  Kri-
terien. Die zugrunde liegenden mathematischen Formeln sind oft relativ einfach, aber 
die Handhabung der Daten kann für große Datenmengen kompliziert werden. Das Pro-
gramm EpiCompare kann eine Reihe von Berechnungen für Daten verschiedener Typi-
sierungsverfahren  durchführen  und  vereinigt  einfache  Datenhandhabung  mit  über-
sichtlicher Ergebnispräsentation.
EpiCompare wurde als  Desktopanwendung unter Verwendung der Java-Technologie 
entworfen. Daten können aus CSV- und MS Excel-Dokumenten importiert werden oder 
aus Tabellenkalkulationen durch Copy und Paste übernommen werden. 
Folgende Statistikwerte können berechnet werden:
► Die Konkordanz zweier Typisierungsverfahren: mit ihr kann die Übereinstimmung 
beider Verfahren verglichen werden. Es werden der ›Rand's coefficient‹ [A8] und 
die ›Wallace's coefficients‹ [A2] berechnet.
► Die Reproduzierbarkeit: die Eigenschaft eines Typisierungsverfahrens einem Isolat 
bei wiederholten Durchläufen den gleichen Typ zuzuweisen.
► Die Typisierbarkeit [A6][A12]: der Anteil der Isolate, dem ein Typ zugeordnet wer-
den konnte.
► Die  Diskriminationsfähigkeit  [A4][A6][A11],  zusammen  mit  dem  dazugehörigen 
95% Konfidenzintervall.
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Das Programm besteht aus drei Bereichen: Dateneingabe, Auswahl der zu berechnen-
den  Werte  und  Ergebnisanzeige.  Abbildung  A2 zeigt  für  jeden  Bereich  einen 
Screenshot. 
In der Dateneingabe können die Daten aus Tabellendokumenten importiert oder von 
Hand eingegeben werden. Wird ein Tabellendokument verwendet, muss die erste Zeile 
die Spaltennamen enthalten. Die Daten können auf verschiedene Arten bearbeitet wer-
den, u. a. können mehrere Tabellenspalten zu einer neuen Spalte kombiniert werden.
Auf der Seite zur Auswahl der zu berechnenden Verfahren können Werte für nichttypi-
sierbare Felder (z. B. NT) und fehlende Daten (z. B. leere Zellen) eingegeben werden. 
Weiterhin können die zu berechnenden Verfahren ausgewählt werden.
Die Ergebnisanzeige zeigt die Berechnungsergebnisse der ausgewählten Verfahren in 
Tabellen an. Für jedes Verfahren sind Literaturverweise angegeben. Diese Seite kann 
als HTML-Dokument exportiert oder ausgedruckt werden.
EpiCompare ist ein nützliches Werkzeug zum schnellen und komfortablen Vergleich 
verschiedener  Typisierungsverfahren.  Das  Programm  kann  von  der  Webseite 
http://www.ridom.de/epicompare/ kostenlos heruntergeladen werden, dort sind auch 
ein Tutorial und das Handbuch verfügbar. 
Abbildung A2: Die drei Bereiche der EpiCompare-Anwendung. Links die Dateneingabe, in der 
Mitte die Auswahl der zu berechnenden Verfahren und rechts die Ergebnisanzeige.
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EbPAM
Das ›Deutsche Netzwerk für Evidenzbasierte Medizin‹ (DNEbM) definiert Evidenzba-
sierte Medizin (EbM, ›Evidence Based Medicine‹) als  „der gewissenhafte,  ausdrück-
liche und vernünftige Gebrauch der gegenwärtig besten externen, wissenschaftlichen 
Evidenz für Entscheidungen in der medizinischen Versorgung individueller Patienten. 
Unter EbM [...] im engeren Sinne versteht man eine Vorgehensweise des medizinischen 
Handelns, individuelle Patienten auf der Basis der besten zur Verfügung stehenden Da-
ten zu versorgen. Diese Technik umfasst die systematische Suche nach der relevanten 
Evidenz in der medizinischen Literatur für ein konkretes klinisches Problem, die kri-
tische Beurteilung der Validität der Evidenz nach klinisch epidemiologischen Gesichts-
punkten;  die  Bewertung  der  Größe  des  beobachteten  Effekts  sowie  die  Anwendung 
dieser Evidenz auf den konkreten Patienten mit Hilfe der klinischen Erfahrung und der 
Vorstellungen der Patienten“ [A17]. 
Zur Unterstützung der Lehre von EbM und ›problemorientiertem Lernen‹ (poL) durch 
die Poliklinik für Parodontologie der Universität Münster wurde das Portal ›Evidenz-
basierte Parodontologie Akademie Münster‹ (EbPAM) eingerichtet. Studenten, welche 
die poL-EbM Vorlesungen der Poliklinik für Parodontologie besuchen, können hier die 
Vorträge und zusätzliches Material online abrufen.
Die Webseiten und Daten werden durch den Servletcontainer Apache Tomcat [A16] be-
reitgestellt, dieser übernimmt auch die Zugriffskontrolle. Die Seiten zur Anmeldung der 
Studenten  wurden  mit  der  JSF-Technologie  erstellt,  die  Administrationsoberfläche 
wurde ebenfalls mit JSF umgesetzt. Die Benutzerdaten werden in einer MySQL Daten-
bank gespeichert. Die Groupware ›phprojekt‹ [A18] wurde erheblich modifiziert,  um 
sie  in  die  einheitliche  EbPAM-Oberfläche  einzufügen  und  den  Funktionsumfang 
sinnvoll einzuschränken. Die Vorträge wurden von MS PowerPoint in das Adobe Flash 
Format  [A15]  konvertiert.  Für  die  poL-Kurse  wurden  interaktive  Beispiele  mit  der 
Software ViewletBuilder  [A20] erstellt  und als  Flash-Dateien auf  die  Webseite inte-
griert.
Auf der Webseite http://www.ebpam.de können sich Benutzer mit einem Freischalt-
code für eine Gruppe registrieren. Die Gruppen entsprechen einem bestimmten Kurs 
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oder einer bestimmten Weiterbildung. Nach der Registrierung erhalten die Benutzer 
Zugriff  auf  veranstaltungsspezifische  Webseiten  mit  Vorträgen,  poL-Fällen,  zusätz-
lichen Ressourcen und auf die Groupware. 
Dozenten und wissenschaftliche Mitarbeiter haben ebenfalls Zugriff auf die Webseiten 
und dürfen zusätzlich Lösungen zu den Übungsaufgaben aufrufen. Sie können in der 
Groupware Termine und Aufgaben für einzelne Benutzer oder eine ganze Gruppe er-
stellen. 
Der Administrator hat über eigene Webseiten die Möglichkeit, Freischaltcodes, Benut-
zer und Gruppen zu verwalten und Sicherheitskopien der Datenbank zu erzeugen.
Die Webseiten enthalten zwei EbM-Kurse, Grund- und Aufbaukurs EbM, die in jeweils 
sechs Einheiten aufgeteilt  sind. Für jede Einheit sind Vorträge online verfügbar,  für 
Abbildung A3: Screenshots der EbPAM-Webseite. Oben links: Übersicht über die Einheiten des 
Grundkurses, oben recht: Beispiel für einen nach Flash konvertierten Vortrag, unten links:  
Groupware-Anwendung, unten rechts: Administrationsoberfläche. 
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viele  Einheiten  sind  zusätzliche  Übungen  und  Demonstrationen  vorhanden.  In 
Abbildung A3 sind vier Screenshots der EbPAM-Webseite gezeigt.
Die  EbPAM Webseiten  ermöglichen  es  den Benutzern,  Vorträge  zu  einem späteren 
Zeitpunkt noch einmal zu betrachten und auf zusätzliche Materialien zuzugreifen. Je-
der Benutzer gehört einer oder mehreren Gruppen an, für die verschiedenen Gruppen 
können eigene Webseiten erstellt werden.
Neue Benutzer registrieren sich mit einen Freischaltcode und tragen Adresse und Tele-
fonnummern selbst ein. Nach dem Registrieren erhalten die Benutzer eine E-Mail mit 
dem Zugangspasswort, somit wird sichergestellt, dass von jedem Benutzer eine gültige 
E-Mailadresse vorhanden ist. Der Administrationsaufwand für die Benutzerregistration 
ist gering, da die Freischaltcodes einfach erstellt, ausgedruckt und verteilt werden kön-
nen. Durch die EbPAM-Webseiten wird somit die Verwaltung der Kursteilnehmer ver-
einfacht,  da die  Kontaktdaten von den  Teilnehmern  selbst  eingetragen werden und 
über eine CSV-Datei einfach in eine Tabellenkalkulation übernommen werden können.
Die EbPAM-Webseiten ermöglichen den Benutzern einen komfortablen Zugriff auf die 
Inhalte der Veranstaltungen, ohne dass Ausdrucke von Vorträgen kopiert werden müs-
sen.  Für  die  Veranstalter  bringen  die  Seiten  den Vorteil  der  einfachen  Benutzerre-
gistrierung und eine Verwaltung von Terminen und Aufgaben für die Benutzer.
Anhang VIII  
Literaturverzeichnis Anhang
[A1] Aires-de-Sousa M, Boye K, de Lencastre H, Deplano A, Enright MC, Etienne J, 
Friedrich A, Harmsen D, Holmes A, Huijsdens XW, Kearns AM, Mellmann A, 
Meugnier H, Rasheed JK, Spalburg E, Strommenger B, Struelens MJ, Tenover 
FC, Thomas J ,Vogel U, Westh H, Xu J, Witte W (2006)  High interlaboratory 
reproducibility of DNA sequence-based typing of bacteria in a multicenter study. 
J Clin Microbiol 44: 619-621 
[A2] Carriço JA, Silva-Costa C, Melo-Cristino J, Pinto FR, de Lencastre H, Almeida JS, 
Ramirez M (2006)  Illustration of a common framework for relating multiple 
typing methods by application to macrolide-resistant Streptococcus pyogenes. J 
Clin Microbiol 44: 2524-2532 
[A3] Feil EJ, Li BC, Aanensen DM, Hanage WP, Spratt BG (2004)  eBURST: inferring 
patterns of evolutionary descent among clusters of related bacterial genotypes 
from multilocus sequence typing data. J Bacteriol 186: 1518-1530 
[A4] Grundmann H, Hori S, Tanner G (2001)  Determining confidence  intervals when 
measuring genetic diversity and the discriminatory abilities of typing methods for 
microorganisms. J Clin Microbiol 39: 4190-4192 
[A5] Harmsen D, Claus H, Witte W, Rothgänger J, Claus H, Turnwald D, Vogel U 
(2003)  Typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a university 
Anhang IX  
hospital setting by using novel software for spa repeat determination and 
database management. J Clin Microbiol 41: 5442-5448 
[A6] Hunter PR, Gaston MA (1988)  Numerical index of the discriminatory ability of 
typing systems: an application of Simpson's index of diversity. J Clin Microbiol 
26: 2465-2466 
[A7] Mellmann A, Weniger T, Berssenbrügge C, Rothgänger J, Sammeth M, Stoye J, 
Harmsen D (2007)  Based Upon Repeat Pattern (BURP): an algorithm to 
characterize the long-term evolution of Staphylococcus aureus populations based 
on spa polymorphisms. BMC Microbiol 7: 98 
[A8] Robinson DA, Hollingshead SK, Musser JM, Parkinson AJ, Briles DE, Crain MJ 
(1998)  The IS1167 insertion sequence is a phylogenetically informative marker 
among isolates of serotype 6B Streptococcus pneumoniae. J Mol Evol 47: 
222-229 
[A9] Sammeth M, Stoye J (2006)  Comparing tandem repeats with duplications and 
excisions of variable degree. IEEE/ACM Trans Comput Biol Bioinform 3: 395-407 
[A10] Shopsin B, Gomez M, Montgomery SO, Smith DH, Waddington M, Dodge DE, 
Bost DA, Riehman M, Naidich S, Kreiswirth BN (1999)  Evaluation of protein A 
gene polymorphic region DNA sequencing for typing of Staphylococcus aureus 
strains. J Clin Microbiol 37: 3556-3563 
[A11] Simpson EH (1949)  Measurement of diversity. Nature 163: 688 
[A12] Struelens MJ (1996)  Consensus guidelines for appropriate use and evaluation of 
microbial epidemiologic typing systems. Clin Microbiol Infect 2: 2-11 
[A13] Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ (1994)  CLUSTAL W: improving the 
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence 
weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids 
Res 22: 4673-4680 
[A14] van Belkum A, Scherer S, van Alphen L, Verbrugh H (1998)  Short-sequence DNA 
repeats in prokaryotic genomes. Microbiol Mol Biol Rev 62: 275-293 
[A15] Adobe Flash. http://www.adobe.com/de/products/flash/
Anhang X  
[A16] Apache Tomcat Servlet Container. http://tomcat.apache.org
[A17] Definition Evidenzbasierte Medizin des DNEbM. http://www.ebm-
netzwerk.de/grundlagen/definitionen/
[A18] phprojekt. http://www.phprojekt.com
[A19] SpaServer. http://spaserver.ridom.de
[A20] Viewlet Builder. http://www.qarbon.com/presentation-software/viewletbuilder/
Anhang XI  

